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1.1. Kluyveromyces lactis como alternativa a SaccharomV^ces cerevisiae 
Desde tiempos muy antiguos las levaduras han estado ligadas a la vida cotidiana 
del hombre; la elaboración del pan, cerveza y vino son buen ejemplo de ello, es por esta 
causa que las levaduras desempeñan una función muy importante desde el punto de 
vista técnico e industrial. Aunque existen en la naturaleza muchos géneros y especies de 
levadura, las más utilizadas industrialmente son cepas de S. cerevisrae. La fabricación 
de bebidas alcohólicas estaba ya establecida en las primeras civilizaciones, la mayoría 
de las cuales tenían mitos acerca del origen de hacer vino, que atribuían a una 
revelación divina. EI uso de la levadura como agente para fermentar el pan tuvo su 
origen en Egipto, hace unos 6.000 años y fue extendiéndose lentamente desde allí al 
resto del mundo occidental. 
En la actualidad las levaduras, además de servir como modelo eucariota en 
investigación básica y biomédica, constituyen los microorganismos de elección en 
muchas industrias de biotecnología, no sólo en procesos clásicos relacionados con la 
producción de biomasa, etanol y otros productos de interés sino también, gracias al 
desarrollo más reciente de herramientas específicas de ingeniería genética, para la 
obtención de proteínas de otros organismos eucariotas superiores, de gran utilización en 
las industrias farmacéutica y alimentaria. Entre los numerosos ejemplos de proteínas 
recombinantes producidas por levaduras tenemos hormonas como la insulina, proteínas 
séricas y un gran número de proteínas de uso terapéutico. 
Las levaduras presentan una serie de características favorables (Buckholz y 
Gleeson, 1991) para la producción de proteínas heterólogas: por una parte, al ser 
microorganismos unicelulares, presentan las ventajas de los sistemas bacterianos en 
cuanto a la facilidad de su manipulación y rapidez de crecimiento; por otra, presentan 
una organización subcelular eucariótica capaz de Ilevar a cabo los procesos de 
modificación post-traduccional de muchas proteínas de mamíferos. Además, las 
levaduras se han utilizado durante siglos y sus propiedades de crecimiento y 
metabolismo han sido muy bien estudiadas. 
Este papel predominante de las levaduras en biotecnología deriva en parte de la 
capacidad mostrada de crecer sobre materiales residuales, con las consiguientes 
implicaciones económicas y ambientales derivadas de este hecho ya que, por una parte, 
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se reciclan estos residuos disminuyendo su impacto contaminante y, por otra, se reduce 
el coste de los medios de cultivo. 
La mayor parte de las proteínas recombinantes producidas por levaduras se han 
expresado usando S. cerevisiae como sistema hospedador. La elección de este 
microorganismo se basa no sólo en su familiaridad para los biólogos moleculares y en 
los conocimientos adquiridos durante años de su genética y fisiología sino también en 
su consideración como organismo GRAS (Generallv Regarded As Safe) (Schaffrath y 
Breunig, 2000) permitiendo su uso en la industria alimentaria. Por el contrario, la 
bacteria a partir de la cual se obtuvieron las primeras proteínas heterólogas, E. coli, no 
es considerado un organismo GRAS. La expresión de proteínas recombinantes en S. 
cerevisiae fue descrita por primera vez en 1981 y la primera vacuna de ingeniería 
genética que fue autorizada para su administración a humanos, el antígeno de superficie 
de la hepatitis B(HbsAg), se produjo en este organismo. 
Sin embargo, .S. cerevisiae presenta ciertas limitaciones como hospedador para 
la expresión de proteínas heterólogas ( Buckholz y Gleeson, 1991; Miiller et al., 1998): 
las producciones son generalmente bajas, los rendimientos de proteínas heterólogas 
alcanzan un máximo de 1-5% de la proteína total, incluso utilizando promotores fuertes; 
también debido a la síntesis del producto del gen clonado se produce un estrés adicional 
en las células; además, la estabilidad plasmídica es baja, reduciendo el crecimiento y la 
productividad; y por último, se produce una considerable hiperglicosilación de las 
proteínas secretadas, generando propiedades inmunológicas inadecuadas para usos 
farmacéuticos ( Karine et al., 1994). Esto puede disminuir las velocidades de 
crecimiento y por tanto se reduce la productividad total. Para minimizar los efectos 
deletéreos, se emplean con frecuencia los promotores de plásmidos inducibles, pero sin 
embargo, aún así, la estabilidad del plásmido desciende significativamente, resultando 
un sistema de expresión que puede ser dificil aumentar a escala de volúmenes de 
producción. 
Aunque la levadura por excelencia es S. cerevisiae, protagonista de las industrias 
tradicionales de fermentación, existen una serie de levaduras menos convencionales que 
recientemente se han convertido en alternativas interesantes. De hecho, estas levaduras 
están siendo más accesibles para técnicas más modernas de genética molecular. Algunas 
de ellas muestran ciertas características favorables tales como altos niveles de secreción, 
promotores fuertes o vectores de alta expresión, ofreciendo ventajas sobre la levadura 
panadera tradicional ( Domínguez et al., 1998). Entre estas levaduras alternativas cabe 
^ 
IN^IIZODl I(^^'ION 
destacar K. lactis, empleada para la producción de la glucoamilasa de la levadura Arxnla 
adeninivorans y la interleucina-1(3 de mamíferos (Morlino et al., 1999), debido a 
ventajas en la aplicación industrial relacionadas con: 
a) la variedad de fuentes de carbono que K. lactis puede utilizar es mayor que en .S. 
cerevisiae ( Barnett et al., 1990). La lactosa de los sueros de quesería es una de las 
fuentes de carbono que puede ser metabolizada por K. lactis pero no por S. 
cerevisiae (Wésolowski-Louvel et al., 1996; Schaffrath y Breunig, 2000). La lactosa 
es un subproducto considerado residual y cuyo vertido causa un grave problema 
medioambiental generalizado a numerosos países. Dos genes, el LAC'-l y el LAC'l2 
son los responsables del uso de la lactosa. EI gen LAC-J codifica para la enzima a­
galactosidasa responsable de escindir el disacárido lactosa en sus monosacáridos 
componentes, glucosa y galactosa. EI gen LAC12 codifica para una lactosa 
permeasa, un transportador de lactosa cuya función es controlar la entrada del 
azúcar en la célula. S. cerevi.ciae carece de (3-galactosidasa y de lactosa permeasa, es 
por ello que no puede utilizar la lactosa y por tanto no puede fermentarla a etanol. 
Estos dos genes son específicos del metabolismo de la lactosa y su transferencia a.S. 
cerevisiae es suficiente para permitirle a los transformantes crecer en un medio con 
lactosa como fuente de carbono, es decir, estos genes son suficientes para convertir 
a S. cerevisiae en una levadura lac (Sreekrishna y Dickson, 1985). LAC-I y LAC/2 
están fuertemente controlados a nivel transcripcional y son corregulados con los 
genes GAL ( Webster y Dickson, 1988), que codifican para enzimas del metabolismo 
de la galactosa. Esta corregulación es mediada por el activador transcripcional 
Lac9p o KlGal4p ( Breunig, 2000), homólogo a Gal4p de S. cerevisiue ( Zachariae y 
Breunig, 1993). La activación de Gal4p por lactosa requiere consumo de lactosa y 
actividad ^3-galactosidasa (Breunig et al, 2000). 
b) los rendimientos mostrados en la producción de proteínas recombinantes de 
secreción, las preferidas en la industria, ya que resulta más fácil purificar las 
proteínas del medio de cultivo que del interior de las levaduras, son mayores en K. 
lactis que en S. cerevisiae. La secreción de proteínas heterólogas en el medio de 
cultivo puede ser una manera conveniente de obtener grandes cantidades de estas 
proteínas heterólogas en una forma relativamente pura, sin contaminantes de 
proteínas celulares y abaratando los costos asociados a la extracción y purificación 
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de la proteína ( Romanos et al., 1992). Algunas proteínas secretadas por S. cerevisiae 
no se encuentran libres en el medio de cultivo, sino que son retenidas en el interior 
celular o en el espacio periplásmico, entre la membrana p(asmática y la pared 
celular, requiriendo manipulaciones de tipo bioquímico o fisico para ser liberadas. 
Esto puede ocasionar problemas en la purificación conduciendo así a un descenso en 
el rendimiento del producto purificado. 
c) las diferentes características de su metabolismo respiro-fermentador, que inciden 
decisivamente en el rendimiento de los procesos. 
d) la accesibilidad genética molecular para poder usar sistemas de vectores integrativos 
o altamente estables (como son los episomales) se está mejorando en K. lactis 
(Schaffrath y Breunig, 2000). 
e) la regulación metabólica, puesto que en K. lactis la represión por glucosa es menor 
que en S. cerevisiae, además, la redundancia de genes glucolíticos que existe en S. 
cerevisiae no aparece en K. lactis, por ejemplo en el caso de la hexoquinasa, 
fosfofructoquinasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y piruvato quinasa 
(Blaisonneau et al., 1997). 
f)­ su distancia evolutiva con S. cerevisiae permite la comparación de dominios 
funcionales de genes homólogos. 
g) algunas cepas de K. lactis contienen mecanismos nuevos de competición microbiana 
que consisten en plásmidos de ADN citoplasmático lineal que le confieren el 
fenotipo Killer (Stark et al., 1990; Wésolowski-Louvel et al., 1996). 
Por todo ello en la actualidad, esta levadura es una de las más estudiadas a nivel 
molecular y metabólico después de S. cerevisiae. 
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1.1.1. Problemática del suero de leche 
Se denomina "suero" al líquido remanente tras la precipitación y separación de 
la caseína de la leche durante la elaboración del queso. Este subproducto representa 
aproximadamente el 85-90% del volumen de la leche. 
Existen en la Comunidad Autónoma de Galicia alrededor de 70 industrias 
queseras ( datos facilitados por la Consellería de Agricultura, Gandería e Montes de la 
Xunta de Galicia). Sólo tres de ellas superan las 1000 Tm/año de producción mientras 
que 38 producen menos de 100 Tm/año. Globalmente se puede estimar que se generan 
unos 180 millones de litros de suero lácteo al año y aproximadamente un 60% de esa 
producción radica en pequeñas o medianas empresas. Motivados por la necesaria 
aplicación de tecnologías limpias y por las cada vez más exigentes legislaciones en lo 
relativo al control de vertidos, estas empresas necesitan y promueven iniciativas para el 
tratamiento del suero de quesería. A pesar del gran valor nutritivo y aplicaciones 
tecnológicas de algunos componentes de este subproducto, así como de las numerosas 
investigaciones realizadas al respecto, en la actualidad, todavía no se ha desarrollado 
ningún proceso capaz de rentabilizar el tratamiento de las importantes cantidades de 
suero que se producen y se vierten cada año, representando un importante problema 
medioambiental debido a su elevada carga orgánica (DQO= 35.000-68.000 p.p.m y 
DB0=30.000-60.000 p.p.m. según Berruga et al., 1997) de la cual el principal 
responsable es el disacárido lactosa. Una central quesera que procese 100 Tm de leche 
por día produce efluentes con aproximadamente la misma carga orgánica que una 
ciudad de 55.000 habitantes ( Sienkiewicz y Riedel, 1990). A pesar de la importancia de 
su producción a nivel mundial, sólo un 50% es transformado y el resto continúa siendo 
vertido. Por tanto la búsqueda de nuevas y mejores aplicaciones para este residuo 
continúa siendo un reto importante. En el presente trabajo se realizó una aproximación a 
esta problemática utilizando cepas recombinantes de S. cerevisiae para el 
aprovechamiento de la lactosa de los lactosueros. 
1.2. EI metabolismo respiro-fermentador de las levaduras 
Las levaduras forman un grupo bastante heterogéneo en lo referente a su 
me[abolismo respiro-fermentador. Hay especies que prefieren usar las rutas 
7 
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fermentadoras mientras que otras son respiradoras. Gancedo y Serrano (1989) 
clasificaron las levaduras, en función de la utilización metabólica del piruvato mostrada 
durante el crecimiento aerobio en glucosa, en dos grandes grupos: 
a) los aerobios obligados (por ejemplo especies de Trichosporon y Rhodotortda) 
poseen un metabolismo exclusivamente oxidativo, todo el piruvato producido se 
incorpora en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos y son incapaces de crecer en 
ausencia de oxígeno. 
b) los aerobios facultativos, en los cuales la glucosa proporciona la energía necesaria 
para el crecimiento tanto en condiciones aerobias como anaerobias, es decir, poseen 
un metabolismo oxidorreductor. Este grupo puede, a su vez, subdividirse en otros 
dos, las levaduras respiradoras ( por ejemplo, especies de Candida, Pichia y 
Khryveromyces) en las cuales la fermentación da cuenta de menos del 30% de la 
glucosa catabolizada aeróbicamente, y las levaduras fermentadoras (por ejemplo, 
especies de Saccharomyces, Schi^osaccharomyces y Brettanomyces) en las cuales la 
respiración representa menos del 10% del catabolismo aerobio de la glucosa. 
La respiración y la fermentación pueden coexistir simultáneamente dando lugar 
al metabolismo respiro-fermentador en el cual una parte del piruvato producido es 
convertido en CO^ por el ciclo de los ácidos tricarboxílicos y otra parte es reducido a 
etanol y otros compuestos (González-Siso et al., 2000). Estas características 
metabólicas son cruciales a la hora de seleccionar las condiciones de cultivo o la especie 
de levadura más adecuada para una determinada bioproducción. Por ejemplo, si se desea 
obtener biomasa de levadura o algún metabolito asociado a su crecimiento, habrá que 
procurar que el metabolismo sea predominantemente oxidativo evitando que se disipe 
fuente de carbono hacia la producción de etanol, pues en este caso representaría un 
metabolito colateral indeseable. Los rendimientos de producción de biomasa son 
menores durante el crecimiento fermentador que durante el crecimiento respirador. Por 
el contrario, si se desea producir etanol u otro metabolito via fermentación hay que 
favorecer el metabolismo oxidorreductor. En la fermentación, los aceptores finales de 
electrones son sustancias orgánicas (etanol, lactato, etc.) que todavía albergan energía 
metabólicamente utilizable en sus enlaces y que será por tanto desaprovechada. En la 
respiración, el aceptor final de electrones es el oxígeno, con un potencial de 
x 
INI^R( )I)l ICCI( )N 
oxidorreducción muy negativo; ello posibilita que se sitúe al final de una larga cadena 
de transporte de electrones, gracias a la cual se consigue extraer toda la energía 
metabólicamente aprovechable de los catabolitos. Por tanto, con el mismo aporte de 
fuente de carbono inicial, un organismo que fermente será capaz de producir menor 
cantidad de energía metabólica, menor biomasa y menor rendimiento biotecnológico 
que un organismo que respire. 
EI metabolismo energético no sólo está influenciado por el fondo genético sino 
también por condiciones ambientales, tales como aireación, fase de cultivo, limitación 
de nutrientes, tipo y concentración del azúcar y suministro de oxígeno que prevalecen 
en un cultivo de levaduras a un tiempo determinado (González-Siso et al., 2000). 
Ambas levaduras, K. luctis y S. cerevisiae, pertenecen al grupo de aerobias 
facultativas pues muestran la capacidad de metabolizar la glucosa tanto por la via 
oxidativa como la oxidorreductora. La diferencia reside en la importancia relativa de 
estas rutas en condiciones aerobias, S. cerevisiae es una levadura fermentadora aerobia 
y K. lactis es una levadura respiradora aerobia. 
Entre los factores ambientales que regulan la respiración y la fermentación en 
levaduras, la glucosa y el oxígeno son los más estudiados. Cuando la concentración de 
oxígeno en el medio es baja ambas levaduras, S. c•erevisiae y K. lactis, se ven obligadas 
a fermentar utilizando para ello solamente fuentes de carbono fermentables tales como 
la glucosa; sin embargo, cuando la concentración de oxígeno no es limitante y en 
presencia también de fuentes de carbono fermentables, mientras S. cerevisiue sigue 
optando por la fermentación, K. lactis pasa a respirar. Si en estas mismas condiciones 
aeróbicas, a S. c•erevisiae se le suministran fuentes de carbono no fermentables, tales 
como glicerol o acetato, utilizará la respiración. 
EI metabolismo del piruvato es el punto clave que divide el metabolismo 
fermentador del respirador, pero la expresión de las enzimas del metabolismo del 
piruvato en levaduras fundamentalmente respiradoras, como K. lactis, parece ser 
regulada de la misma manera que en levaduras fundamentalmente fermentadoras, como 
S. cerevisiae, con la excepción del gen PDAI, que codifica para la subunidad Ela del 
complejo de la piruvato deshidrogenasa (Zeeman et al., 2000). 
La explicación a las diferencias metabólicas existentes entre las dos levaduras, S. 
cerevisiae y K. lactis, no es sencilla y parece ser dependiente de múltiples factores. 
Entre ellos cabe destacar los altos niveles de expresión de genes que codifican para 
proteínas implicadas en el proceso de la respiración y sus mecanismos de regulación, la 
y 
INIRODU('('ION 
represión catabólica por fuente de carbono y la importancia relativa de la glucólisis 
frente a la ruta de las pentosas fosfato como productoras de intermediarios catabólicos 
que serán procesados con posterioridad vía fermentación o vía respiración (González-
Siso et al., 2000). 
Con referencia a los altos niveles de expresión de genes relacionados con la 
función respiradora y sus sistemas de expresión se ha visto que los niveles de ARN 
mensajero del gen CYC1, que codifica para la isoforma más abundante del citocromo c, 
una proteína integrante de la cadena de transporte electrónico mitocondrial, en cepas de 
K. lactis son mucho más altos que en S. cerevisiae (Freire-Picos et al., 1994). 
Analizando los sistemas de regulación que presenta este gen en ambas levaduras se ha 
visto que KICYCI, con respecto a ScCYCI, presenta elementos activadores adicionales 
como sitios de unión para el factor Abfl p que incrementa la transcripción de este gen. 
También se han descrito sitios de unión para el factor Cpfl p que dan lugar a un 
incremento en los niveles de expresión de KIQCR7 y KIQCR8, que codifican 
respectivamente para las subunidades VII y Vlll del complejo mitocondrial bcl (Mulder 
et al., 1994a y 1994b). Finalmente otro mecanismo que puede contribuir al incremento 
en los niveles de expresión de estos genes es el aumento de la estabilidad de los ARNs 
mensajeros. Puede especularse que la mayor longitud de los transcritos en K. lactis 
pueda contribuir a la estabilidad de los mismos. 
Con respecto a la represión catabólica por glucosa (fuente de carbono 
fermentable) de los genes relacionados con funciones respiradoras, se ha visto que este 
fenómeno es muy importante en S. cerevisiae. En K. lactis se demostró que los niveles 
de expresión de estos genes en glucosa eran algo menores que los que presentaban en 
fuente de carbono no fermentable (Freire-Picos et al., 1995; Zaror et al., 1993; Lodi et 
al., 1998) y que la inducción por fuente de carbono no fermentable sólo tiene lugar en 
ausencia total de glucosa y, una vez establecida esta inducción, la glucosa añadida no 
tiene ningún efecto represor sobre el sistema, al contrario que en S. cerevisiae (Mulder 
et al., 1995). Por tanto se concluye que aunque los elementos de represión por glucosa e 
inducción en fuente de carbono no fermentable están conservados entre .S. cerevisiae y 
K. lactis, los mecanismos de acción de estos elementos en ambas levaduras son muy 
distintos. Este hecho, unido a la posible existencia de diferentes factores reguladores de 
la transcripción, contribuye a la manifestación de dos patrones metabólicos distintos en 




Las diferencias entre S. cerevisiae y K. luctis no sólo se limitan a la actividad 
transcripcional de genes que codifican para proteínas implicadas en la función 
respiradora; otro punto discordante es el uso de la ruta de las pentosas fosfato como 
mecanismo auxiliar a la glucólisis para la consecución de los intermediarios catabólicos 
de tres carbonos. Para demostrarlo, se han obtenido los mutantes para la fosfoglucosa 
isomerasa (que cataliza el segundo paso de la glucólisis, la conversión de glucosa-6­
fosfato en fructosa-6-fosfato) en S. cerevisiae y K. lactis. Estos mutantes para crecer en 
glucosa deberán utilizar la ruta de las pentosas fosfato como alternativa a la glucólisis 
que tienen bloqueada. Sin embargo, el mutante de S. cerevisiae fue incapaz de crecer en 
glucosa, lo que pone de manifiesto una ruta de las pentosas fosfato muy poco activa en 
esta especie, en claro contraste con lo que ocurre en K. lactis donde la glucosa es 
metabolizada vía ruta de las pentosas fosfato y el mutante puede crecer (Maitra et ul., 
1971; Jacoby e1 al., 1993). Se ha propuesto que la alta capacidad respiradora de K. lactis 
sirve para el mantenimiento de una ruta de las pentosas fosfato operativa y se ha podido 
constatar que los niveles de ARN mensajero de K!C'YCl en un mutante raK? (gen que 
codifica para la fosfoglucosa isomerasa en K. luctis) son más altos cuando crece en 
glucosa que cuando crece en fructosa; cuando el mutante crece en fructosa no se usa la 
ruta de las pentosas fosfato, ya que la fructosa puede entrar en la vía glucolítica justo 
después del paso bloqueado por la mutación; sin embargo, cuando el mutante crece en 
glucosa, se ve obligado a utilizar la ruta de las pentosas fosfato para poder sobrevivir 
(González-Siso et ul., 1996a). En el transcurso de la ruta de las pentosas fosfato se 
produce NADPH que necesita ser reoxidado a NADP debido a que la cantidad de 
NADPMADPH en la célula es constante y si se está consumiendo NADP sin su 
regeneración se corre el riesgo del agotamiento del mismo, con el consiguiente bloqueo 
de la ruta de las pentosas fosfato y la muerte celular. Los datos de expresión del gen 
KICYC'1 indican que la cadena respiratoria, bien directamente o a través de un sistema 
lanzadera (pues la ruta de las pentosas fosfato se produce en el citoplasma y la cadena 
respiratoria se localiza en la mitocondria) está implicada en la reoxidación del NADPH 
a NADP y en el mantenimiento de una ruta de las pentosas fosfato operativa (González-
Siso et al., 1996a). 
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1.2.1. EI efecto Crnbtree 
La fermentación, bajo condiciones totalmente aerobias se conoce como el 
"efec•to Crabtreé'. EI efecto Crabtree constituye el fenómeno clave de la regulación del 
metabolismo respiro-fermentador de las levaduras. Se contrapone al "efecto Pastetir" 
que se manifiesta por una disminución de la fermentación en presencia de oxígeno, o lo 
que es lo mismo, una inhibición de la fermentación por la respiración. Por condiciones 
totalmente oxidativas se entiende que los niveles de oxígeno disuelto en cualquier punto 
del fermentador están por encima de la concentración crítica, es decir, aquella a la cual 
se satura el sistema de consumo de oxígeno de la célula (Alexander y Jeffries, 1990). 
Inicialmente se asumía que cuando una levadura producía etanol en condiciones 
aerobias era C'rabtree-positiva, y esto implicaba que existía una represión de la 
respiración por la glucólisis. Sin embargo, recientemente se ha comprobado que la 
fermentación aerobia es debida a la limitación de la capacidad respiradora inherente a 
algunas levaduras y no a una represión específica de la respiración. En la actualidad el 
término efecto Crabtree se reserva para aquellos casos en los que tiene lugar represión 
de la respiración, por ello, una levadura Crabtree-positiva es necesariamente 
fermentadora-aerobia, pero el hecho de que una levadura fermente en condiciones 
aerobias no implica necesariamente que sea Crabtree-positiva. Algunos autores 
diferencian, además, entre el efecto C'rabtree denominado long-term y el denominado 
short-term. EI primero se define como la presencia de fermentación alcohólica aerobia a 
elevadas velocidades de crecimiento en cultivos con limitación de azúcar. EI segundo se 
refiere a la producción instantánea de etanol observada después de exponer los cultivos 
aerobios respiradores a un exceso de glucosa (González-Siso, 1999). 
En el caso de S. cerevisiae, levadura prototipo C'rabtree-positiva, si se cultiva en 
continuo con glucosa a una tasa de dilución baja, la levadura muestra un metabolismo 
completamente respirador (González-Siso et al., 2000). 
Estudios del metabolismo del piruvato en K. lactis demostraron que un mutante 
en el cual se bloqueaba la piruvato deshidrogenasa por una mutación en el gen PDA1, 
que codifica para la subunidad mayor, revertía fenotípicamente en Crabtree-positivo. 
Este resultado indicó que K. lactis es capaz de producir etanol bajo condiciones 
aerobias. Es obvio que en la cepa salvaje la actividad Pdh permite dirigir todo el 
piruvato de la glucólisis al ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) convirtiéndolo en 




descarboxilasa convierte el piruvato en acetaldehído y etanol (Zeeman et ul., 1998; 
Kiers et al., 1998). Además, el etanol producido al final, será asimilado eticientemente 
debido a la presencia de una alcohol deshidrogenasa inducida por etanol en K. luctis 
(Mazzoni et al., 1992). 
Las levaduras Crahtree-positivas tales como por ejemplo S. cerevisiue producen 
etanol bajo condiciones aerobias reduciendo de esta manera la producción de biomasa y 
ATP en comparación con las levaduras Crabtree-negativas. La formación de etanol se 
puede evitar mediante el cultivo en una fuente de carbono limitante, pero esto 
generalmente resulta en un crecimiento específico y unas tasas de síntesis bajas 
(Schaffrath y Breunig, 2000; Breunig et al., 2000). 
Las características enunciadas en el modelo de Alexander y Jeffries (1990) para 
la clasificación de las levaduras en Crahtree-positivas o negativas no siempre se 
cumplen, de hecho, dentro de la misma especie existen cepas con comportamientos 
metabólicos diferenciados a este respecto. González-Siso et al. (1996b) realizaron un 
trabajo con la cepa NRRL-Y I 140 de K. lactis creciendo en fuentes de carbono 
fermentables y no fementables y observaron que la capacidad respiradora de esta 
levadura era más eficiente que la de S. cerevisiae y, además, que bajo condiciones de 
limitación de oxígeno ambas especies podían alcanzar niveles similares de fermentación 
y de crecimiento anaerobio. También realizaron cultivos continuos de K. luctis en 
condiciones totalmente oxidativas y observaron que al ir aumentando la tasa de dilución 
se producía un aumento en las tasas de consumo de O, y de glucosa típico de una 
levadura respiradora Crabtree-negativa. Además, observaron ciertos niveles de 
fermentación residual que aumentaban al aumentar la concentración de sustrato, aún 
cuando la capacidad respiradora no estaba saturada, pues la tasa de consumo de oxígeno 
seguía aumentando. En S. cerevisiae, el consumo de O, aumenta linealmente con la tasa 
de dilución hasta que alcanza un valor crítico a partir del cual el consumo de oxígeno no 
aumenta y se produce etanol. Esto significa que la capacidad respiradora se satura y 
parte de la fuente de carbono es parcialmente desviada hacia la producción de etanol. En 
las levaduras aerobias obligadas, el aumento en la tasa de dilución está acompañado de 
un incremento lineal en el consumo de O, sin producción de etanol. Esta capacidad 
respiradora ilimitada se observa también en algunos aerobios facultativos como por 




1.3. Vías de utilización de los monosacáridos: la Glucólisis y la Ruta de 
las Pentosas Fosfato 
La mayoría de las levaduras emplean azúcares como la principal fuente de 
carbono y energía. Los sustratos que pueden ser respirados por las levaduras incluyen: 
pentosas, alcoholes que provienen de azúcares, ácidos orgánicos, alcoholes alifáticos, 
hidrocarburos y compuestos aromáticos. La glucólisis es una via casi universal de los 
seres vivos que sirve para la obtención de energía metabólica. La glucólisis es la 
secuencia de reacciones oxidativas que convierte la glucosa en piruvato en el citoplasma 
de las levaduras, con la producción de ATP ( figura 1 I). EI estudio de la glucólisis en 
levaduras por científicos pioneros a principios del siglo XIX, promovió el nacimiento de 
la bioquímica como una nueva disciplina científica. 
EI flujo glucolítico está regulado por mecanismos de retroinhibición complejos 
que permiten alcanzar un nivel intracelular constante de ATP permitiendo así que la 
célula mantenga su homeostasis. Generalmente las enzimas glucolíticas constituyen el 
30-60% de la proteína celular (Nakajima et al., 2000). En S. cerevisiae, los genes que 
codifican para enzimas glucolíticas se expresan a niveles altos. De hecho, los 
promotores de algunos genes glucolíticos se han utilizado para dirigir la expresión a 
altos niveles de genes heterólogos ( Park et al., 1993). 
1.3.1. Transporte de azúcares 
Las membranas celulares no son permeables a todos los solutos. Por esta razón. 
el transporte es el primer paso en el metabolismo de los carbohidratos, excepto en 
aquellos casos en los que el di- o tri-sacárido es hidrolizado fuera de la célula. EI 
transporte a través de la membrana es Ilevado a cabo por transportadores específicos, a 
veces denominados permeasas. En S. cerevisiae se ha caracterizado una familia de 
transportadores de glucosa (Flores et al., 2000). La transcripción de los genes que 
codifican estos transportadores está regulada por la concentración de glucosa en el 
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Figura IL Eĉquema de las diferentes rutas implicadas en el metah<^hsmo energético y del 
carbono en levaduras. La figura representa una célula de levadura hipotética. La línea grucsa con puntus 
negros representa la ruta de la glicólisis y el ciclo de los ácidos tricarboxílicos. La líneas discontinuas 
deno[an reacciones que ocurren dura^ite el crecimiento en fuentes de carbono no fermentables. Las lineas 
con puntos y rayas discontinuas indican que, dependiendo del géneru de levadura, algunos de los 
disacáridos representados podrían ser hidrolizados fuera de la célula o transponados hacia dentro y scr 
hidrolizados en el citoplasma. Los circulos en las membranas indican sistemas de transporte o proteínas 
localizadas en estas estructuras. Las líneas que atraviesan la membrana mitocondrial no implican 
necesariamente que el metabolito correspondiente atraviese esta memhrana libremente. Nu hay más 
orgánulos dibujados que la mitocondria. Las abreviaturas empleadas para representar la glicólisis son 
estándar, el resto no son estándar y son las siguientes: 6PG, b-fosfogluconato; RuliP, ribulosa 5-fi^sfato; 
RSP. ribosa 5-fosfato; XuISP, xilulosa 5-fosfato; S7P, sedoheptulosa 7-f^isfato; t:4P, eritrosa 4-ti^sfato; 
G3P, glicerol 3-fosfato; Pi, fosfato inorgánico; OAA, oxaloacetato; Q, ubiyuinona; bcL citocromos y Cyt 
ox, citocromo oxidasa. En azul se representan los genes de S. cerev^srae y en rojo los de /^". lacns yue se 




EI transporte de los monosacáridos más comunes, glucosa, fructosa o manosa, en 
S. cererisiae es un proceso de difusión facilitada; sin embargo, para otras levaduras 
puede ser diferente. 
En K. lacti.r el transporte de glucosa parece que tiene lugar por difusión 
facilitada, en esta levadura se han identificado dos genes que codifican para 
transportadores con diferentes afinidades para la glucosa: HGTI que codifica para un 
transportador de glucosa de alta afinidad y RAGI que codifica para un transportador de 
baja afinidad por la glucosa. La sobre expresión de HGTI no restaura el fenotipo salvaje 
de un mutante ragl indicando que HGTI y RAGI poseen diferentes funciones en el 
transporte de glucosa. HGTI se expresa constitutivamente mientras que RAGI está 
sujeto a regulación transcripcional (Schaffrath y Breunig, 2000). 
Las cepas salvajes de K. lactis están divididas en dos grupos teniendo en cuenta 
su diferente sensibilidad a la antimicina A, inhibidor de la cadena respiratoria: los que 
crecen en glucosa en presencia del inhibidor se Ilaman Rag (resistencia a antimicina A 
en glucosa) y los que no crecen se denominan Ra ĉ . Las cepas salvajes Rag poseen 
RAGI y HGTI, mientras que algunas cepas Raĉ tienen el gen RAGI delecionado. 
RAGI es inducido por varias hexosas pero esta inducción es lenta. Posiblemente, la 
limitación de O^ en cultivos discontinuos de alta densidad contribuya a una inducción 
plena de este gen. La expresión de HGTI no varía con las condiciones de cultivo 
mientras que la transcripción de RAG1, que es indetectable durante el crecimiento en 
glicerol, aumenta durante el crecimiento en glucosa (Flores et al., 2000). EI doble 
mutante ragl hgtl mostró una gran reducción en los niveles de consumo de glucosa y el 
crecimiento se detuvo antes que para el caso de la cepa salvaje. Parece, por tanto, que 
otro sistema alternativo con una baja afinidad por la glucosa es capaz de transportar la 
glucosa en el doble mutante. En K. lactis, RAG1 es un gen único. Su transcripción está 
controlada positivamente por los productos de al menos tres genes: RAG-1(que codifica 
para el único sensor de glucosa en K. lactis), RAGS (que codifica para la hexoquinasa en 
K. lactis) y RAG8 (un gen esencial que codifica para la caseína quinasa I, CKn 
(Lemaire et al., 2002). 
En K. lactis, además de RAGI y HGTI, existen otros dos transportadores de 
glucosa, el KHTI y el KHT?. EI producto del gen KHTI es casi idéntico a Raglp 
excepto para los dos últimos aminoácidos y su regulación es también muy similar, de 
hecho, los genes KHTI y KHT2 sustituyen al RAGI en algunas especies. EI gen RAGI 
procede de una recombinación reciente entre KHTI y KHT?, RAG1 es por tanto un gen 
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quimérico (Weirich et al., 1997; Breunig et al., 2000). Los genes KHTI y KHT? están 
muy próximos y se transcriben en tundem. Mutaciones en cualquiera de estos dos genes 
reducen ligeramente la represión por glucosa y la inducción por lactosa, mientras que en 
el doble mutante, el efecto de la glucosa es completamente suprimido. KHTI, KHT? y 
RAGI se localizan en el mismo loct^s cromosomal. EI hecho de que KHTI y KHT2 sean 
capaces de complementar el fenotipo Ra ĉ del mutante ru^,^l de K. lactis indica que estos 
genes codifican transportadores funcionales de glucosa. La presencia de KHTI y KHT? 
está correlacionada con una alta sensibilidad a la represión por glucosa encontrada en 
sólo unas pocas cepas de K. lactis. Este descubrimiento sugiere que la represión por 
glucosa en K. lactis depende de transportadores de glucosa particulares (Milkowski et 
al., 2001). KHTI es un gen inducido por glucosa que codifica para un transportador de 
baja afinidad muy similar a Raglp. Kht2p posee una regulación más compleja. La 
transcripción de los genes KHTI y KHT2 es alta en ausencia de glucosa. 
1.3.2. Desde azúcar intracelular a triosas fosfato 
Las hexosas intracelulares entran en la ruta glucolítica después de un paso de 
fosforilación ( Flores et al., 2000). La glucosa, fructosa y manosa son fosforiladas por 
hexoquinasas, la glucoquinasa puede fosforilar la glucosa y la manosa mientras que la 
galactoquinasa fosforila la galactosa. S. cerevisiue posee dos hexoquinasas y una 
glucoquinasa ( Entian, 1997); K. lactis sólo tiene una hexoquinasa codificada por el gen 
RAGS ( Bar et al., 2003). Los mutantes rag^ de K. /actis no sólo son incapaces de crecer 
en glucosa y fructosa sino también en lactosa ( Prior et al., 1993). Mientras que los 
niveles de transcripción de los genes HXKI, HXK2 y GLK/ que codifican para las dos 
hexoquinasas y la glucoquinasa de .S. cerevisiae son regulados por glucosa (Herrero et 
al., 1995), los niveles de mARN de RAGS no varían significativamente entre cultivos en 
glucosa o glicerol ( Prior e1 al., 1993). La hexoquinasa 2 es una enzima central en el 
metabolismo de la glucosa y en la represión por glucosa en la levadura .S. cerevisiue. La 
deleción en el gen HXK2 en esta levadura produce un cambio dramático en su fisiología 
debido a que los mutantes para esta enzima poseen un crecimiento completamente 
oxidativo cuando crecen en cultivos discontinuos en fase exponencial y a elevadas 
concentraciones de glucosa produciéndose una ausencia inicial de productos de la 
fermentación y un mayor rendimiento de biomasa. Este mutante tiene mayor actividad 




una acumulación intracelular del piruvato. La concentración de la fructosa-l,6­
bisfosfato, el activador alostérico de la piruvato quinasa, disminuyó más en el mutante 
hxk2 que en la cepa salvaje, esto sugiere que la redirección del flujo de carbono en el 
mutante hxk2 hacia la producción de biomasa es una consecuencia de la disminución de 
la represión por glucosa (Diderich el al., 2001) 
En todos los casos estudiados, los genes que codifican hexoquinasas a partir de 
levaduras no convencionales fueron capaces de complementar la mutación hxk2 de S. 
cerevisiae (Prior et al., 1993; Petit et al., 1996;Petit y Gancedo, 1999). 
La mayoría de las hexoquinasas son inhibidas por trealosa-6-P, un compuesto 
que juega un papel importante en la regulación de la glucólisis en S. cerevisiae 
(Blázquez et al., 1993). Se sabe que la hexoquinasa ' de S. cerevisiae juega un papel 
importante en la represión catabólica de ciertos genes, pero no existe información de la 
posible participación de las hexoquinasas de otras levaduras no convencionales en la 
represión catabólica. 
La fosfoglucosa isomerasa convierte la glucosa-6-P en fructosa-6-P. En K. lactis 
el gen RAG2 codifica para la fosfoglucosa isomerasa (Flores et al., 2000). EI mutante 
rag2 de K. lactis es capaz de crecer en glucosa, este crecimiento es dependiente de una 
respiración activa (Goffrini et al., 1991). Este comportamiento contrasta con la falta de 
crecimiento en glucosa encontrado en el mutante pgi equivalente de S. cerevisiae 
(Maitra, 1971) indicando que en K. lactis, la capacidad de la ruta de las pentosas fosfato 
es suficiente para la utilización de la glucosa. González-Siso et al. (1996a) detectaron 
una producción de etanol significativa cuando crecieron el mutante ragZ en glucosa y 
postularon que la dependencia de la actividad respiradora para el crecimiento en glucosa 
del mutante rag2 está relacionado con la necesidad de una NAD(P)H deshidrogenasa 
mitocondrial externa para la reoxidación del NADPH producido en la ruta de las 
pentosas fosfato. 
La fosfofructoquinasa cataliza la fosforilación de la fructosa-6-P a fructosa-l,6-
P^. La actividad de la enzima está afectada por una gran variedad de efectores. La 
fosfofructoquinasa recibió mucha atención en S. cerevisiae porque se pensó que era el 
"cuello de botella" de la glucólisis. Pero esta idea se rechazó cuando se encontró que la 
sobre expresión de genes que codifican para la fosfofructoquinasa no incrementan la 
fermentación en S. cerevisiae (Schaaff et al., 1989; Heinisch, 1986) y por la 
comprensión de que el control de una ruta raramente está atribuida a un único paso 




las características genéticas de la fosfofructoquinasa, se han encontrado dos genes. En 
K. lactis la enzima es un octámero compuesto de dos tipos diferentes de subunidades 
con unas masas moleculares de I 19 y 102 kDa (Bar et al., 1997) coditicadas por los 
genes KIPFKI y KlPFK2 (Heinisch et al., 1993). En contraste con el comportamiento 
de los mutantes p^kl p^k2 en S. cerevisrae, los mutantes KlP/kl h/k2 que carecen de las 
dos subunidades de la fosfofructoquinasa pueden seguir creciendo en glucosa si la 
respiración es funcional, indicando una vez más que la actividad de la ruta de las 
pentosas fosfato es suficiente para la utilización de la glucosa (Flores et al., 2000). Esta 
visión se basa en el hecho de que la interrupción del gen KlTALI, que codifica para una 
transaldolasa, suprime este crecimiento (Jacoby et al., 1993). Tanto K/PFKI como 
KlPFK2 pueden restaurar la capacidad de crecimiento en glucosa en los mutantes n/kl 
pJk2 de S. cerevisiae. La expresión simultánea de uno de los genes PFK de K. lactis y 
uno de .S. cerevisiae no producen enzima activa en ensayos in vrtrn (Heinisch et al., 
1993). La enzima de K. lactis es activada por fructosa-2,6-P^ y AMP e inhibida por 
ATP. Ambos compuestos son igualmente efectivos en la liberación de la inhibición de 
ATP, a diferencia de S. cerevisiae en donde la fructosa-2,6-P^ es la más efectiva (Bar et 
al., 1997). 
Fructosa-l,ó-bisfosfato aldolasa 
La fructosa-l,6- P, aldolasa cataliza la reacción reversible que transforma la 
fructosa-l,6- P^ en dos triosas fosfato y conecta la glucólisis y gluconeogénesis con 
otras rutas como por ejemplo la ruta de las pentosas fosfato. La aldolasa está presente en 
animales, plantas y en la mayoría de los microorganismos. Existen dos clases de 
aldolasas. Las aldolasas de la clase I se encuentran en organismos superiores: animales 
y plantas aunque también se han encontrado en algunas bacterias. Se caracterizan por 
ser homotetrámeros de 40 kDa de peso molecular cada subunidad. Las aldolasas de la 
clase II se encuentran en organismos inferiores (bacterias, levaduras, hongos y algas 
verde azuladas), la proteína natural posee dos subunidades (homodímeros) de 40 kDa 
de peso molecular, cada una de las cuales contiene un catión de zinc esencial para la 
función catalítica. Aunque ambas enzimas catalizan la misma reacción difieren en su 
compleja distribución filogenética a través de los grupos taxonómicos; sus secuencias 




mecanismos de reacción. En la tabla 11 se muestran las propiedades catalíticas y 
estructurales de diferentes aldolasas pertenecientes a las clases 1 y ll. 
Tabla I1: Propiedades cataliticas } estructuralcs de aldolasas representativas de la clase I y II. 
ND: no determinada. Tabla modificada de Marsh e Lebhen (1992). 
CLASEI CLASEII 
Ar ueobacteria Eubacteria Eucariota Ar ueobacteria Eubacteria Eucariota 
Fuente Hulnhaclerrum Mrerucnecu.c Músculo de Hnlnhacrrrrurn h'ccherrclua Sncchnramvice.c 
rnlh.cmoru.c aeroKene.c conejo medUrrrunei culr cererr.erue 
Tamaño 
subunidad ?7 33 40 ND 39 40 
kDa 
Estructura 
netiva Homodecámero Monómero Homo­tetrámero ND Homodímero Nomodimero 
Unión a 
iones NO NO NO Fe'^ Zn` Zn'^ 
metálicos 
Formación 
Base-Schiff SI SI SI NO NO NO 
Rango pH Amplio Amplio ^ óptimo 4mplio 7?-8,5 Estrecho 7._ Estrecho 7,5 Estrecho 7.0^ 5-8.5 6.9-8,8 
EI análisis filogenético de las aldolasas de clase 11 permitió la separación de dos 
tipos, denominadas aldolasas de clase II tipo A y tipo B originadas a partir de una 
duplicación génica (Plaumann et al., 1997). Las aldolasas de tipo A son funcionales en 
la glucólisis y gluconeogénesis mientras que las aldolasas de tipo B pertenecen al ciclo 
de Calvin-Benson. En la figura I2 se muestra un árbol filogenético de las aldolasas de 
clase I y 11 de diferentes organismos. 
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La mayoría de los organismos contienen una única clase de aldolasa aunque 
unos pocos poseen ambas clases. E. coli, por ejemplo, es uno de los pocos organismos 
que expresa ambos tipos de actividad aldolasa, probablemente representa una 
redundancia catalítica que ha sido ampliamente eliminada por la mayoría de los 
organismos a través de la evolución. En otros organismos, que contienen una única 
clase de aldolasa, existen dos o hasta incluso tres isoenzimas genéticamente diferentes. 
Hasta este trabajo no se tenían conocimientos de esta enzima en la levadura K. 
lactis. Como uno de los objetivos del presente trabajo consistió en la clonación del gen 
de la aldolasa en esta levadura, a continuación se expone de modo más detallado las 
aldolasas de clase I ó[1 y sus diferentes isoformas en distintos organismos, con el fin de 
poder comprender más a fondo la gran variabilidad existente a lo largo del árbol 
filogenético. 
La fructosa -I,6-bisfosfato aldolasa de levaduras 
En .S. cerevisiae el gen que codifica para esta enzima se Ilama FBAI (()RF 
YKL060c) y fue el último gen de la glucólisis en ser clonado (Schwelberger et al., 
1989). La aldolasa de S. cerevisiae pertenece a la clase II. Schwelberger et aL (1989) 
determinaron la estructura primaria del gen FBAI de S. cerevisiue. Existe una 
homología en toda la secuencia aminoacídica con la aldolasa de clase 11 de E. coli. Por 
el contrario, no existe homología con la secuencia de aminoácidos del centro activo de 
la enzima de ratón, la cual está muy conservada en todas las aldolasas de clase 1. 
Tampoco observaron homología con las secuencias nucleotídicas conocidas que 
codifican para las aldolasas de la clase I, indicando que los miembros de las dos clases 
de aldolasas son totalmente distintas con respecto a la estructura primaria. Estos autores 
interrumpieron el gen de la aldolasa, el diploide interrumpido (FBAII/hul:: URA3) 
posee una actividad específica aldolasa que es la mitad que la cepa silvestre 
(FBA//FBAI). EI haploide (fbal:: URA3) no muestra ninguna actividad, de lo que se 
concluye que el gen es único. Las esporas haploides con el gen interrumpido, al igual 
que otros mutantes glucolíticos, son incapaces de crecer en glucosa como fuente de 
carbono, crecen peor en medios con lactato. Los haploides son inestables y no hay 
forma posible de hacer un bypass de la reacción de la aldolasa en esta levadura. La 
interrupción de las dos copias genómicas del gen FBAI resulta letal para la levadura. 




células de tipo salvaje representando cerca del 0,5% de la proteína celular total. AI 
contrario de lo que ocurre con la fosfoglicerato quinasa, enolasa y piruvato quinasa que 
son inducidas por glucosa, la actividad aldolasa no está muy influenciada por la fuente 
de carbono presente en el medio de cultivo, dado que se obtienen los mismos niveles de 
enzima en extractos celulares de glucosa y glicerol con etanol ( Schwelberger et al., 
1989). Estos mismos resultados fueron corroborados después de que realizasen análisis 
de Northern blot en los mismos medios de cultivo concluyendo que este gen se expresa 
constitutivamente (Compagno et al., 1991). 
A partir de los trabajos de Baker ( 1986) se sabe que la expresión de ocho genes 
glucolíticos, incluyendo el FBAI, está regulada positivamente por el producto del gen 
GCR1. Compagno eI al. (1991) observaron que la actividad específica de algunas 
enzimas glucolíticas, incluyendo la aldolasa, se reduce entre 5 y 50 veces en cepas que 
portan una mutación nula del gen GCR/. EI producto de este gen actúa como un 
elemento regulador transcripcional positivo aportando altos niveles de expresión de 
genes que codifican para enzimas glucolíticas. Estos autores realizaron fusiones del 
promotor del gen FBA1 de .S. cerevisiae al gen lacZ para poder estudiar la regulación 
transcripcional y los elementos del promotor. Los resultados obtenidos revelaron la 
existencia de una región reguladora positiva UAS^.H,a^ que contiene secuencias conocidas 
que constituyen los sitios de unión para proteínas multifuncionales, tales como Raplp y 
Abfl p( siendo ambas necesarias pero no suficientes para conseguir los máximos niveles 
de expresión de este gen), y dos motivos TTCC para la unión de Gcrlp. En los 
promotores de genes glucolíticos es frecuente encontrar sitios de unión para Raplp 
adyacentes a una o más secuencias con el motivo CTTCC, la presencia de este último 
elemento se ha correlacionado con una activación transcripcional eficiente. No existen 
secuencias represoras implicadas en la modulación de los niveles basales de la 
expresión de este gen. La UAS del promotor del gen FBAI posee homología con otras 
secuencias activadoras de levaduras conocidas, en concreto posee dos secuencias 
interesantes que también fueron encontradas en el UAS del gen EN02 ( Brindle et al., 
1990). 
Se sabe muy poco sobre los efectos reguladores ejercidos por la formación y 
disociación de agregados multi-enzima de enzimas que operan en la misma ruta 
metabólica. En este sentido, Boles y Zimmermann (1993) reemplazaron dos enzimas 
endógenas de un organismo (la fosfoglucosa isomerasa y la fructosa-l,6-bisfosfato 




fosfoglucosa isomerasa de la levadura la reemplazó por la misma enzima de la bacteria 
E. coli y la fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa de .S. c•erevisiue la reemplazó por la misma 
enzima de la mosca Drosophi/u melanoKaster. Las enzimas de la levadura y de D. 
melanogaster pertenecen a diferentes tipos de aldolasas por ello parece poco probable 
que la proteína heteróloga pueda reemplazar a la enzima de la levadura. Sin embargo, 
ambas enzimas heterólogas pueden restaurar completamente su función normal cuando 
sus genes se introducen en levaduras mutantes. Esto sugiere que estas enzimas no son 
necesarias e imprescindibles para la formación de un agregado enzimático con otras 
enzimas glucolíticas de levadura. Sin embargo, Matic et al. (?001) observaron la 
existencia de una interacción entre la fosfofructoquinasa y la fructosa-l,6-bisfosfato 
aldolasa de S. cerevisiae para formar un complejo enzima-enzima. La formación de este 
complejo tiene lugar tanto en presencia como en ausencia de AMP, pero la presencia de 
AMP es necesaria para que las actividades enzimáticas individuales incrementen. La 
formación de estos complejos presenta varias ventajas biológicas para la célula tales 
como la regulación del metabolismo, la transferencia directa de metabolitos entre 
enzimas y proteger los metabolitos del citosol acuoso. 
La enzima de C'andida utilis se ha purificado y se vio que posee un peso 
molecular de 70 kDa y contiene un ión Zn'` ' al igual que la enzima de .S. cerevis•iue 
(Kowal et al., 1966). 
Mutoh y Hayashi ( 1994), mientras estudiaban la resistencia de 
Schi_osaccharomyces pombe a los metales pesados, encontraron fortuitamente la 
secuencia de ADN homóloga a la del gen fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa de S. 
cerevisiae en una genoteca de ADN genómico de S. pombe. La ORF codifica para un 
polipéptido con 358 aminoácidos. La secuencia aminoacídica obtenida a partir de la 
secuencia de nucleótidos es altamente homóloga (63%) a la fructosa-l,6-bisfosfato 
aldolasa de S. cerevisiae. También muestra una homología considerable con las enzimas 
de clase II de E. coli, C'orynebacterit^m g/utamic:^m y Rhodohac•[er s•phueroides. Las 
secuencias aminoacídicas de las enzimas de S. cerevisiue y S. pnmbe son, como cabría 
esperar, las más homólogas entre sí, esto es debido a su cercana relación taxonómica, 




La fructosa -1,6-bisfosfato aldolasa de bacterias
 
La enzima de clase ll de E. coli ha sido muy estudiada. La resolución de la 
estructura de las aldolasas de clase II de E. coli reveló que, al igual que las aldolasas de 
la clase I de los eucariotas, adopta un plegamiento a/(3-barril. La enzima de clase 1 de E. 
coli es menos conocida que la de clase IL En procariotas ya se han descubierto las 
aldolasas de clase I de E. coli, Micrococcus aerogenes, Lactobacillus casei, 
Mycobacterium smegmatis, Staphylococcus aureus, Sthaphylococca^s carnosus, 
Svnechocystis sp. y Haloarcula vallismortis. Estas aldolasas de clase 1 parecen ser más 
diversas que las aldolasas de eucariotas. Generalmente tienen subunidades cuyas masas 
moleculares comprenden un rango de 27 a 40 kDa, pudiendo ser desde monoméricas a 
decaméricas (Thomson et al., 1998). 
La secuencia aminoacídica de la enzima de E. coli es más homóloga a la de la 
levadura S. cerevisiae que a la de las secuencias aminoacídicas de otras aldolasas 
bacterianas cuyas secuencias han sido ya determinadas. La explicación más lógica para 
esta relación filogenética es la transferencia horizontal de genes de la aldolasa de la 
clase II de algunas eubacterias a las levaduras en algún momento determinado de la 
evolución. 
En E. coli las aldolasas de clase II se expresan constitutivamente, mientras que 
las enzimas de la clase I son inducidas por sustratos gluconeogénicos, de este modo, 
sólo un 0-5% de la actividad aldolasa total es aportada por la aldolasa de clase 1 cuando 
E. coli crece en glucosa, pero esta expresión puede ser incrementada hasta un 60% de la 
actividad aldolasa total cuando crece en fuentes de carbono como piruvato o lactato. 
Thomson et al. (1998) clonaron, purificaron y sobre expresaron la enzima aldolasa de 
clase I de E. coli que resultó ser claramente diferente a la aldolasa de clase 11 clonada y 
sobre expresada previamente por Alefounder et al., (1989). 
A partir de análisis estructurales tridimensionales realizados con la enzima 
aldolasa de E. coli, se ha podido saber que las aldolasas presentan un alto grado de 
conservación, sobre todo en dominios cruciales para la actividad enzimática (Blom et 
al., 1996; Cooper et al., 1996). 
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La fructosa -1,6-bisfosfato aldolasa humana 
Existen tres isoenzimas genéticamente diferentes de aldolasa de clase I de 
vertebrados, se distinguen en función de sus propiedades catalíticas y antigénicas (Ali et 
al., 1998). En humanos la aldolasa A existe en la mayoría de los tejidos pero predomina 
en el músculo y en los eritrocitos. La aldolasa B, conocida previamente como la 
aldolasa del hígado, se encuentra en ciertas células del riñón e intestino delgado y la 
aldolasa C está en el cerebro (Ali et al., 1998; Dalby et u/., I 999). 
En cuanto a las propiedades catalíticas, la isoenzima del músculo humano 
cataliza la escisión de la fructosa-l,b-bisfosfato a una mayor tasa que la isoenzima del 
hígado (Dalby et al., 1999). 
En cuanto a las propiedades antigénicas, las regiones específicas de las 
isoenzimas (ISRs) de la aldolasa de vertebrados han sido objeto de estudio durante 
varios años, en concreto, se han construido enzimas quiméricas entre las enzimas del 
músculo e hígado (Dalby et a1., 1999). En estos estudios se propuso que existían cuatro 
regiones (ISRI-,l) que eran importantes para determinar la especificidad de las enzimas. 
Las tres primeras forman un grupo distinto pues se encuentran agrupadas en el exón 3 
del gen humano de la aldolasa. La cuarta es la región Gterminal flexible que muestra un 
alto grado de divergencia en las secuencias entre las aldolasas de tipo 1, sugiriendo que 
esta región debe ser considerada aparte. 
Las isoformas A y C de la aldolasa humana se expresan constitutivamente, pero 
la isoforma B está sujeta al control de la dieta. En el tejido fetal, la isoforma A es 
predominante pero a medida que el embrión se desarrolla, se produce una represión de 
esta isoforma en el hígado, riñón e intestino, acompañado de la expresión de la isoforma 
B(Ali et al., 1998). Las regiones promotoras de los genes que codifican para la 
isoforma B de la aldolasa de diferentes especies están muy conservadas (Ali et al., 
1998). 
EI gen de la isoforma B de la aldolasa humana consta de 14.500 pb que 
codifican para un polipéptido de 364 aminoácidos. Las mutaciones en este gen, en 
humanos, son las responsables de una enfermedad hereditaria, recesiva y autosomal 
causada por la deficiencia catalítica de la isoforma B en el hígado, riñón e intestino que 
se conoce como intolerancia a la fructosa hereditaria (Ali et a/., 1998; Dalby et al., 




Esta enfermedad fue descubierta por Chambers y Pratt en una mujer de 24 años 
de edad, en el año 1956 (Ali et al., 1998). Esta mujer, después de tomar fructosa, tenía 
síntomas fóbicos, nauseas, dolores abdominales, debilidad, etc. Estos síntomas 
desaparecieron cuando tomó glucosa. Se observó que los niños, en estas condiciones, 
eran más vulnerables que los adultos, pues si consumen grandes cantidades de fructosa 
la reacción es más severa y en especial los niños pueden sufrir ataques o entrar en fase 
de coma. Se sabe que la ingesta persistente de fructosa, en estos pacientes, conduce a un 
síndrome de toxicidad crónica, estado en el cual pueden producirse daños irreversibles 
en hígado y riñón produciendo cirrosis hepática e incluso a veces la muerte (Ali et al., 
1998; Sánchez-Gutiérrez et a/., 2002). EI tratamiento consiste en la eliminación estricta 
de fructosa y sacarosa de la dieta (Ali et al., 1998; Sánchez-Gutiérrez et al., 2002). 
Desde que se clonó el gen que codifica para la isoforma B de la aldolasa 
humana, ya se han descrito 22 mutaciones asociadas con la intolerancia a la fructosa 
hereditaria. Existen otras mutaciones que han sido asociadas con defectos estructurales 
que conducen a una disociación de los tetrámeros, pérdida de la especificidad por el 
sustrato y pérdida de la estabilidad enzimática (Sánchez-Gutiérrez et al., 2002). 
1.3.3. Desde triosas fosfato a piruvato 
La triosa fosfato isomerasa interconvierte la dihidroxiacetona fosfato en 
gliceraldehído 3-fosfato. En S. cerevisiae la ausencia de actividad triosa fosfato 
isomerasa produce una acumulación de sólo una de las dos triosas, la dihidroxiacetona 
fosfato, produciéndose una alteración en el metabolismo de la glucosa, no pudiendo 
crecer los mutantes en glucosa como única fuente de carbono (Compagno et al., 2001). 
EI gen correspondiente de K. lactis ha sido clonado e interrumpido; en contraste con el 
comportamiento del mutante tpi de S. cerevisiae, el mutante de K. lactis que carece del 
gen que codifica para la triosa fosfato isomerasa es capaz de crecer en glucosa 
(Compagno et al., 1999). EI crecimiento no es posible en presencia del inhibidor de la 
respiración antimicina A, este comportamiento es similar al mostrado por los mutantes 
raS2 Y p.Íkl P.fk2. 
En el paso catalizado por la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, el 
gliceraldehído-3-fosfato se convierte en 1,3-bisfosfoglicerato. Este es un paso 
importante en la glucólisis pues la oxidación del aldehído genera un compuesto 
acilfosfato rico en energía. EI NADH generado en la reacción tiene que ser reoxidado 
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por la glucólisis para continuar. En S. cerevisiae se han clonado tres genes TDHI, 
TDH2 y TDH3 que codifican tres isoenzimas diferentes. Los mutantes que poseen sólo 
el gen TDH/ no son viables y aquellos que carecen de TDH2 o TDH3 crecen más 
despacio en glucosa que el salvaje (McAlister y Holland, 1985). También se ha clonado 
el gen KlGAPI que codifica para la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa de K. 
lactis. Este gen y el que codifica para la alcohol deshidrogenasa I son transcritos en 
direcciones opuestas y separados por sólo 1,2 kb, sugiriendo que ambos comparten 
elementos comunes en el promotor (Shuster, 1990). 
En la reacción catalizada por la 3-fosfoglicerato quinasa el compuesto 
acilfosfato rico en energía de) 1,3-bisfosfoglicerato es utilizado para producir ATP. En 
S. cerevisiae el gen PGK/ que codifica para la fosfoglicerato quinasa es un gen de alta 
expresión, por ello su promotor se ha utilizado para dirigir la expresión de proteínas 
heterólogas (Chambers, 1997; Flores et al., 2000). También se han clonado los genes 
que codifican para la 3-fosfoglicerato quinasa de otras levaduras no convencionales. En 
K lactis el gen correspondiente codifica una proteína de 416 aminoácidos (Fournier et 
al., 1990). 
La fosfoglicerato mutasa cataliza la interconversión entre el 3- y el 2­
fosfoglicerato. En contraste con la proteína de S. cerevisiae que es una enzima 
tetramérica, la fosfoglicerato mutasa de .S. pombe es monomérica y carece de un 
segmento de aminoácidos en el extremo carboxilo que en S. cerevisiae está implicado 
en la actividad catalítica (Walter et al., 1999) y una región de 24 aminoácidos que en S. 
cerevisiae está involucrada en interacciones entre subunidades. Todavía no existen 
estudios de esta enzima en K. lactis. 
La enolasa cataliza la deshidratación del 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato. En 
S. cerevisiae existen dos genes ENOI y EN02 que codifican las dos subunidades de esta 
enzima homodimérica (Holland y Holland, 1978). La transcripción de ENOI es 
constitutiva mientras que ENOZ se estimula 20 veces en glucosa, sugiriendo una 
participación diferencial de las isoenzimas en la glucólisis o en la gluconeogénesis 
(McAlister y Holland, 1982). Miiller et aL (1995) describen que en los mutantes para la 
isoenzima ENOI y para otras enzimas del catabolismo de carbohidratos la inducción de 
la isoenzima glucolítica EN02 dependía de la capacidad de estos mutantes para 
incrementar los niveles de glucosa-6-fosfato después de la adición del azúcar. Tampoco 




La piruvato quinasa cataliza la segunda reacción productora de ATP en la ruta 
glucolítica. En .S. cerevisiae existen dos genes que coditican dos proteínas diferentes. 
Una codificada por el gen PYKI, que es fuertemente activada por fructosa-l,6­
bisfosfato y la otra codificada por el gen PYK2 (YOR3-l7c) que no responde a este 
compuesto. Esta última enzima es reprimida por glucosa y en ciertas condiciones puede 
permitir el funcionamiento de la glucólisis a una tasa reducida (Boles et al., 1997). No 
hay evidencias de la existencia de más de un gen de la piruvato quinasa en levaduras no 
convencionales ( Flores et al., 2000). EI gen de esta enzima no ha sido clonado todavía 
en K. lactis. 
1.3.4. Regulación del flujo glucolítico 
En S. cerevisiae la regulación del flujo glucolítico es un tema que actualmente 
atrae la atención de muchos investigadores los cuales postularon un gran número de 
hipótesis pero todavía queda mucho por resolver. Se han identificado un gran número 
de reacciones clave tales como el transporte de glucosa, la fosforilación, las actividades 
fosfofructoquinasa y piruvato quinasa. Esta última enzima representa un punto de 
control importante siendo activada alostéricamente por la fructosa-l,6-bisfosfato. La 
piruvato quinasa, en mamíferos, se encuentra como cuatro isoenzimas diferentes con 
propiedades reguladoras distintas (Jurica et al., 1998). La fosfofructoquinasa fue una de 
las enzimas mejor estudiadas y durante un largo periodo de tiempo se consideró que era 
el único paso limitante de la glucólisis. En la mayoría de los casos no existe un único 
paso limitante sino que el control del flujo glucolítico es compartido entre varias 
reacciones diferentes (Gonçalves y Planta, 1998; Boles, 1998). Esta idea se ve apoyada 
por la imposibilidad de aumentar el flujo sobre expresando la fosfofructoquinasa, esto 
no sólo se debe a que el control está compartido en varios pasos de la glucólisis sino 
también a que se produce una adaptación de reguladores alostéricos. De hecho, se ha 
propuesto que la regulación a nivel de la transcripción o traducción tiene una 
importancia limitada en el flujo glucolítico de S. cerevisiae siendo el control alostérico 
el más importante. La fosfofructoquinasa es sensible a reguladores alostéricos tales 
como ATP, AMP, fructosa-6-fosfato, fructosa-2,ó-bisfosfato, fructosa-l,6-bisfosfato y 
NH,^'. Durante algún tiempo se pensó que la fructosa-2,6-bisfosfato era el efector 
predominante de la glucólisis, pues estudios in vivo demostraron que este metabolito 




Sin embargo, esta activación parece ser importante sólo cuando se cambia de fuente de 
carbono ( Boles et al., 1996; Heinish et al., 1996). 
M ĉ ller et al. ( 1997) realizaron un trabajo con una cepa mutante en la cual se 
inerementaron los niveles de fructosa-2,6-bisfosfato y la actividad fosfofructoquinasa 
sin conseguir un aumento en el flujo glucolítico. Existen otras enzimas como la piruvato 
quinasa y la hexoquinasa que también están sujetas a regulación alostérica. La piruvato 
quinasa es activada por la fructosa-l,6-bisfosfato mientras que la hexoquinasa es 
inhibida por trealosa-6-fosfato in vitro. La importancia de la trealosa-ó-fosfato en la 
regulación del flujo glucolítico fue descubierta cuando una deleción del gen TPSI que 
codifica para la trealosa-6-fosfato sintasa produjo un fenotipo que aparentemente 
presentaba desórdenes en la regulación glucolítica ( Ernandes et al., 1998). Estos 
mutantes mostraron una hiperacumulación de azúcares fosfato y como resultado las 
células agotaron el ATP. EI ATP y los nucleótidos de adenina también son importantes 
en la regulación del flujo glucolítico en primer lugar porque actúan como sustratos o 
productos en la mayoría de las reacciones que parecen ser importantes para controlar la 
glucólisis, por ejemplo: hexoquinasa, fosfofructoquinasa y la piruvato quinasa. En 
segundo lugar, se sabe que el ATP es un regulador alostérico que inhibe la 
fosfofructoquinasa y la hexoquinasa mientras que el AMP activa la fosfofructoquinasa. 
Por último, la tasa de consumo de ATP ( demanda de ATP) juega un papel importante en 
los niveles de glucólisis. 
Larsson et aL ( 1997) realizaron cultivos continuos con la levadura .S. cerevisiae 
y observaron que se producía un aumento en el flujo glucolítico, a una tasa de 
crecimiento constante, cuando se cambiaba un cultivo limitante en glucosa o en energía 
a limitante en nitrógeno con exceso de energía. AI mismo tiempo, los niveles de ATP 
disminuyeron existiendo una correlación lineal negativa entre los niveles de ATP y los 
flujos glucolíticos. En resumen podría decirse que el ATP posee un efecto inhibidor en 
el flujo glucolítico que parece estar distribuido a lo largo de varias reacciones 
glucolíticas, siendo las más importantes la fosfofructoquinasa y la piruvato quinasa 
pudiendo estar también involucradas la hexoquinasa y la enolasa. Sin embargo, ha de 
tenerse en cuenta que el ATP no es el único componente en el sistema regulador que 
emplean las células para ajustar la velocidad de una ruta metabólica central como puede 
ser la glucólisis a niveles apropiados. 
Recientemente Neil y colaboradores (2004) clonaron los genes KlGCR1 y 




interaccionar directamente con los promotores de genes glucolíticos pero no con los 
promotores de las permeasas de glucosa y que el control ejercido por K/Gcrlp y 
K/Gcr2p sobre los genes transportadores de glucosa sería indirecto. 
1.3.5. Metabolismo del piruvato 
EI piruvato producido en la glucólisis puede ser oxidado a CO^ o transformado a 
etanoL En la mayoría de las levaduras, bajo condiciones aerobias predomina la 
oxidación mientras que en condiciones anaerobias e incluso en condiciones aerobias a 
elevadas concentraciones de glucosa en las levaduras que poseen efecto Crabtree 
predomina la transformación a etanol. 
La piruvato deshidrogenasa
 
La oxidación del piruvato a CO^ ocurre via ciclo TCA (de Krebs o ácidos 
tricarboxílicos). Para que el piruvato pueda entrar en el ciclo TC'A primero tiene que 
sufrir una descarboxilación oxidativa que es catalizada por la piruvato deshidrogenasa, 
un complejo multienzimático mitocondrial que está formado por tres componentes 
diferentes: la piruvato deshidrogenasa ( El ), la dihidrolipoamida acetil transferasa (E2) y 
la dihidrolipoamida deshidrogenasa (E3). EI elemento El, a su vez, consiste en dos 
subunidades E 1 a y E 1(3. Los genes respectivos de S. cerevisiae se Ilaman PDAI 
(Steensma et al., 1990) ó PDHaI ( Behal et al., 1989), PDH^I ( Miran et al., 1993), 
LATI (Niu et al., 1988) y LPD1 (Ross et al., 1988). Debido a la localización del 
complejo piruvato deshidrogenasa, el piruvato citosólico tiene que ser transportado a la 
mitocondria. Nalecz et aL (1991) purificaron un transportador mitocondrial del piruvato 
a partir de S. cerevisiae. 
La interrupción del gen KIPDAI, que codifica para la subunidad Ela del 
complejo en K. lactis, produjo un descenso de la tasa de crecimiento específico en 
medio mínimo con glucosa, mientras que el crecimiento en medio rico o en etanol no se 
vio afectado. Estos mutantes producen etanol durante el cultivo discontinuo en 
aerobiosis (Zeeman et al., 1999). La expresión de KIPDAI se reprime durante el 
crecimiento en glucosa debido al producto de la proteína Rag3 (Tizzani et al., 1998) un 
homólogo del gen PDCZ de S. cerevisiae que controla la transcripción de la piruvato 




lactis parece estar regulada a nivel de la subunidad Gla del complejo mientras que en S. 
cerevisiae la transcripción de PDAI es constitutiva. De hecho, el mARN de ScPDAI es 
usado como control de carga para la cuantificación en la técnica de Northern blot 
( Wenzel et a/., 1995). Existen otros mecanismos adicionales de regulación del complejo 
piruvato deshidrogenasa en K. lactis como por ejemplo la fosforilación, la cual parece 
ser el mayor mecanismo regulador en los complejos de mamíferos. La actividad 
piruvato deshidrogenasa está fuertemente controlada por la relación NAD':NADH. De 
hecho las diferencias de actividad observadas en cultivos con etanol y acetato podrían 
mostrar regulación transcripcional o post-traduccional como consecuencia de las 
diferencias en las relaciones NADi:NADH mitocondriales en estos cultivos que derivan 
a su vez de la diferencia existente en lo que se refiere a la localización subcelular de las 
enzimas que convierten el etanol y acetato (Zeeman et al., 2000). 
La piruvato descarboxilasa
 
Durante la fermentación alcohólica de azúcares, las levaduras reoxidan NADH a 
NAD- en las reacciones finales desde el piruvato. La primera de estas reacciones está 
catalizada por la piruvato descarboxilasa (PDC), posteriormente el piruvato es 
descarboxilado por la alcohol deshidrogenasa (ADlI) antes de su reducción final a 
etanol. La generación de NAD' es necesaria para mantener el balance redox y prevenir 
el bloqueo de la glucólisis. Una alternativa para la generación del NAD' es la ruta de 
generación de glicerol a partir de la dihidroxiacetona fosfato, que precisa la intervención 
consecutiva de dos enzimas, dihidroxiacetona fosfato reductasa y glicerol fosfatasa. EI 
glicerol es uno de los productos más importantes de la fermentación alcohólica de 
levaduras, junto con el etanol y el dióxido de carbono. 
En S. cerevisiae se han encontrado varios genes que codifican para la piruvato 
descarboxilasa y se ha visto que la actividad enzimática aumenta en glucosa. EI 
producto del gen PDC2 está involucrado en el control de la expresión de los genes PD(' 
estructurales ( Hohmann, 1997). Por contra de lo que ocurre en S. cerevi.ti•iae, en K. lactis 
sólo existe un gen, el RAG6, que codifica para la piruvato descarboxilasa siendo su 
secuencia aminoacídica muy homóloga a otras proteínas Pdc de levaduras. La 
interrupción de RAG6 indicó que es el único gen estructural que codifica para la PDC 
en K. lactis ( Bianchi et a/., 1996). Los mutantes ragó de K. laclis crecen en glucosa a la 




glucosa, siendo el producto del gen RAG3 necesario para dicha inducción (Prior et al., 
1996). Las mutaciones en RAGI, RAGS o RAGZ reducen la inducción por glucosa de 
RAG6 (Bianchi et al., 1996). Zeeman et al (2000) observaron que por el contrario de lo 
que sucede en S. cerevisiae, la piruvato descarboxilasa de K. luctis no es necesaria para 
el crecimiento en glucosa, etanol y acetato. Los niveles de actividad de esta enzima son 
generalmente menores en K. lactis que en S. cerevisiae. Las levaduras Crabtree­
negativas suelen tener bajas actividades piruvato descarboxilasa. Además, en K. lactis la 
transcripción de la PDC es reprimida por etanoL La actividad PDCasa (piruvato 
descarboxilasa) en una cepa salvaje de S. cerevisiae creciendo en etano( es bastante baja 
pero aumenta hasta diez veces con la adición de glucosa, menos de diez veces con la 
adición de galactosa y menos todavía con glicerol (Boles y Zimmermann, 1993). Los 
niveles PDCasa en mutantes glucolíticos de S. cerevisiae que crecen en etanol o acetato 
son mayores que en la cepa salvaje. Además, en los mutantes para la fructosa bisfosfato 
aldolasa se observaron los mayores niveles PDCasa bajo condiciones gluconeogénicas 
(Boles y Zimmermann, 1993). Esto sugiere que la inducción plena de la actividad 
PDCasa necesita la acumulación de hexosas y triosas fosfato. 
Desviación del piruvato 
EI acetil CoA también se puede formar en el citosol a través del Ilamado bypass 
o desviación del piruvato, que implica la síntesis de acetil CoA a través de la acción de 
la piruvato descarboxilasa, acetaldehído deshidrogenasa y acetil CoA sintetasa. Estas 
reacciones y el transporte del acetil CoA formado a la mitocondria podría, en principio, 
"escaparse" de la acción de la piruvato deshidrogenasa (Pronk et al., 1996). Las enzimas 
que participan, en S. cerevisiae, en la desviación del piruvato, se localizan en el citosol, 
pero no existe información en cuanto a la localización en otras levaduras (Meaden et al., 
1997). 
En K. lactis la interrupción del gen KIPDAI causa una producción de etanol en 
cultivos discontinuos aerobios indicando que la desviación del piruvato no produce 
suficiente acetil CoA en estas condiciones o que la mitocondria tiene una capacidad 




1.3.fi. La ruta de las pentosas fosfato 
La ruta de las pentosas fosfato es una ruta metabólica importante implicada en la 
producción de NADPH para las reacciones biosintéticas y ribosa 5-fosfato para la 
síntesis de ácidos nucleicos y cofactores; también proporciona eritrosa 4-fosfato para la 
síntesis de aminoácidos aromáticos. Las primeras reacciones de la ruta son dos 
reacciones oxidativas que son fisiológicamente irreversibles mientras que las otras no 
son oxidativas pero sí reversibles. La división del metabolismo de las hexosas entre la 
glucólisis y la ruta de las pentosas fosfato ocurre a nivel de la glucosa-6-fosfato ( figura 
13). 





























Figura 13: Mecanismo de br ^ass que ejerce la ruta de las pentosas fbsf'ato sobre la gGcólisis en 
el mutante rag? 
Se ha observado que la fuente de nitrógeno en el medio de cultivo influye sobre 
la cantidad de azúcar que se dirige a la ruta de las pentosas fosfato. En S. cerevisiae, el 
crecimiento en un medio suplementado con aminoácidos disminuye el flujo a través de 
la ruta de las pentosas fosfato (Gancedo y Lagunas, 1973). En estas levaduras, que usan 
nitrato como fuente de nitrógeno, es de esperar que se produzca un incremento en el 
flujo de carbono a través de la ruta de las pentosas fosfato debido al incremento del 




La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa dirige la glucosa a la ruta de las pentosas 
fosfato catalizando la oxidación de la glucosa-ó-fosfato a 6-fosfo-ó-gluconolactona. Los 
mutantes de S. cerevisiae para el gen ZWFI que carecen de actividad glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa requieren una fuente de azufre. Este requerimiento puede ser explicado 
por la existencia de dos pasos en la biosíntesis de metionina que requieren NADPH 
(Thomas et al., 1991).La hidrólisis de la 6-fosfato-S-gluconolactona a 6-fosfo-gluconato 
ocurre espontáneamente a pH neutro pero a una velocidad muy lenta. 
La 6-fosfo-gluconato deshidrogenasa cataliza la descarboxilación oxidativa del 
6-fosfo-gluconato a ribulosa 5-fosfato. La ribulosa 5-fosfato puede ser isomerizada a 
ribosa 5-fosfato o epimerizada a xilulosa 5-fosfato. La primera reacción es catalizada 
por la ribosa 5-fosfato isomerasa. La segunda reacción es catalizada por la ribulosa 5­
fosfato epimerasa. 
La transcetolasa cataliza dos reacciones en la ruta de las pentosas fosfato en las 
cuales un glicolaldehído (2 carbonos) es transferido desde un donador cetosa a un 
aceptor aldosa. En ambas reacciones, el donador es la xilulosa 5-fosfato, pero el aceptor 
es en un caso la ribosa 5-fosfato y en otro caso la eritrosa 4-fosfato. En .S. cerevisiae se 
han aislado dos genes que codifican para transcetolasas y son TKLI y TKL2. En K. 
lactis sólo se aisló un único gen que se Ilama KITKLI. Este gen de K. lactis es capaz de 
complementar la mutación tkll tkl2 de S. cerevisiae. La secuencia de aminoácidos de 
KITKLI parece estar más relacionada con transcetolasas procariotas que con las 
eucariotas (Jacoby y Heinisch, 1997). 
La transaldolasa cataliza la formación reversible de gliceraldehído-3-fosfato y 
sedoheptulosa-7-fosfato a partir de eritrosa-4-fosfato y fructosa-6-fosfato. Los mutantes 
de K. lactis que carecen de esta enzima, codificada por el gen KITALI, han sido de gran 
utilidad para descubrir las diferencias entre esta levadura y S. cerevisiae en lo que se 
refiere a la capacidad de la ruta de las pentosas fosfato para la utilización de la glucosa. 
KITAL/ posee una pauta abierta de lectura de 1002 pb que codifica para una proteína 
que presenta una homología del 76% con la transaldolasa de S. cerevisiae. K1TAL1 
puede complementar la deleción tall de S. cerevisiae. EI inicio de la transcripción de 
KITALI se localiza a-69 pb con respecto al codón de inicio ATG. La deleción de una 
gran parte de la ORF no produjo ningún fenotipo obvio. En K.lactis el doble mutante 
que carece de la fosfofructoquinasa y la transaldolasa no puede crecer en glucosa, pero 
aquellos mutantes que carecen sólo de la fosfofructoquinasa sí que pueden. Estos 




glucosa exclusivamente mediante la ruta de las pentosas fosfato (Jacoby et al., 1993), 
esta situación no ocurre en S. cerevisiue. Por tanto, los mutantes Rux (resistente a 
antimicina A en glucosa) de K. lactis son capaces de crecer en glucosa gracias a la ruta 
de las pentosas fosfato donde la glucosa es oxidada a intermediarios con tres átomos de 
carbono y de donde se obtiene energía siempre y cuando la cadena respiratoria no esté 
bloqueada. Por el contrario en S. cerevisiae no existen cepas Rak porque el bloqueo de 
los primeros pasos de la glucólisis impide a la levadura crecer en glucosa debido a que 
la ruta de las pentosas fosfato no es muy activa en S. cerevisiae (González-Siso et al., 
2000). 
1.4. Oxidación del NADH y producción de energía 
Las reacciones catabólicas generan NADH tanto en el citosol como en la 
mitocondria. En S. cerevisiae existen al menos cinco mecanismos para la reoxidación 
del NADH: la fermentación alcohólica, la producción de glicerol, la respiración del 
NADH citosólico mediante una deshidrogenasa mitocondrial externa, la respiración del 
NADH citosólico mediante sistemas lanzadera y la oxidación del NADH 
intramitocondrial mediante una deshidrogenasa mitocondrial interna. 
Durante el crecimiento respirador, el NADH citosólico y el mitocondrial son 
reoxidados por la cadena respiratoria. Esta reoxidación está unida a la producción de 
ATP en un proceso conocido como fosforilación oxidativa. EI ATP generado en la 
mitocondria es liberado al citosol mediante un traslocador ADP/ATP específico. En S. 
cerevisiue existen tres genes que codifican para traslocadores ADP/ATP mitocondriales: 
AAC/ (Adrian et al., 1986), AAC2 (Lawson y Douglas, 1988) y AAC3 (Kolarov el a/., 
1990). La proteína más implicada en la traslocación parece ser Aac?. EI papel de Aacl 
no está completamente claro (Viola et al., 1995). En K. luctis sólo existe un único gen 
que codifica para el traslocador ATP/ADP (Viola et al., 1999). 
La cadena respiratoria mitocondrial incluye cuatro estructuras oligoméricas, 
complejos 1 al IV, capaces de transferir electrones y que se encuentran localizados en la 
membrana interna de este orgánulo. La energía liberada a partir de las reacciones de 
transferencia de electrones es usada para traslocar protones a través de la membrana 
generando un gradiente electroquímico que puede ser utilizado para sintetizar ATP por 




componentes adicionales tales como NADH deshidrogenasas alternativas y/o una 
oxidasa terminal alternativa (Joseph-Horne et al., 2001). 
En la figura 14 se muestra un esquema general de la cadena respiratoria de 
hongos, aunque es importante tener en cuenta que para los diferentes géneros pueden 
existir variaciones en sus componentes que no se muestran en la figura. 
Espacio inter-membrana 
H^ ..................................................................... y^ ..................... H^ 
.......,^ 
A NADPH+H' NADP' ^ ^ 
Matriz mitocondrial 
ADPaP; ATP 
Figura 14: Cadena respiratoria mitocondrial de hongos. I, 11, 111, IV y V son los complejos 
transportadores de electrones; NDEI es la NADH:ubiyuinona oxidorrcductasa externa; NDI, es la 
NADH:ubiyuinona oxidorreductasa interna; cyt c, es el citocromo c y AOU, es la oxidasa alternativa. Las 
Flechas indican la dirección del flujo de electrones. 
Con 43 subunidades en mamíferos (Skehel et al, 1998; Sazanov et al, 2000; 
Fearnley et al., 2001), al menos 35 subunidades en hongos (Videira, 1998) y entre 13 y 
14 subunidades en procariotas (Yagi et al, 1998), el complejo 1(NADH:ubiquinona 
oxidorreductasa) es el complejo multiproteico más largo y más complicado de la cadena 
respiratoria (Dróse et al., 2002). Contribuye en más de un 40°/o al gradiente de protones 
a través de la membrana mitocondrial (Wikstriim, 1984). Constituye la fuente principal 
de radicales de oxígeno producidos en la matriz mitocondrial (Robinson, 1998). 
Todavía se conoce muy poco acerca de su mecanismo de reacción, especialmente la 
interacción con la ubiquinona y el acoplamiento del transporte de electrones y la 
traslocación de protones (Brandt, 1997 y 1999). 
Aunque el complejo I está presente en la mayoría de las mitocondrias de hongos, 
unas pocas especies de levaduras, como S. cerevisiae, S. pombe y K. lactis, carecen de 




2001). En Aspergillzcs niger (Prómper et al., 1993) y N. crassa (Videira, 1998) las 
deleciones en el complejo I son viables, lo que sugiere que estos organismos contienen 
también una NADH deshidrogenasa interna alternativa. 
Por tanto en las mitocondrias de hongos y plantas existen dos tipos de NAD(P)H 
deshidrogenasas. EI complejo I que oxida NADH de la matriz mitocondrial, es capaz de 
transferir dos electrones desde el NADH hasta la ubiquinona (Joseph-Horne et al., 
2001), bombea protones a través de la membrana mitocondrial interna (cuatro protones 
por cada par de electrones transferidos), contribuyendo por tanto a la fosforilación 
oxidativa, es sensible a rotenona (un inhibidor de la cadena respiratoria) y son 
complejos multiprotéicos. Las NAD(P)H deshidrogenasas alternativas que oxidan 
NADH de la matriz mitocondrial (enzimas internas) o NADH/NAD(P)H citosólico 
(enzimas externas), transfieren electrones desde el NADH hasta la ubiquinona pero no 
bombean protones y por tanto no contribuyen a la generación del gradiente 
electroquímico, son insensibles a rotenona y están constituidas por una única proteína. 
Aunque el descubrimiento de actividad NADH ubiquinona oxidorreductasa 
alternativa en Saccharomyces carlshergensis (Von Jagow y Klingenberg, 1970) y 
Neurospora crassa (Weiss et al., 1970) data de 1970, aún se conoce muy poco sobre la 
distribución y función de estas enzimas. 
Las NADH ubiquinonas oxidorreductasas alternativas intemas compiten con el 
complejo 1 por el NADH y la ubiquinona en la matriz mitocondrial (de Vries y Marres, 
1987; Yagi, 1991). Varios estudios indican que esta actividad está sujeta a control 
metabólico en Torulopsis i^tilis (Katz et al., 1971) y N. crussa (Schwitzguebel y Palmer, 
1982). Esta actividad es mayor durante la fase logarítmica temprana pero cuando las 
células entran en fase estacionaria, es decir cuando la fuente de carbono ya se ha 
consumido, no hay actividad y el complejo I pasa a ser la NADH deshidrogenasa 
predominante en la cadena respiratoria. En procariotas se sabe que existen muchas 
NADH deshidrogenasas de la cadena respiratoria, por ejemplo E. coli tiene un complejo 
I mínimo codificado por el operón nuo (Weidner et al., 1993) y una NADH ubiquinona 
oxidorreductasa alternativa codificada por el gen ndh (Young et al., 1981). Además, ya 
hay evidencias de que las NADH deshidrogenasas alternativas pueden complementar 
defectos del complejo I en diferentes situaciones, por ejemplo la interrupción del 
complejo I en Paracoccus denitri^icans sólo es posible si se introduce en el organismo 
la enzima NDH? de E. coli (Finel, 1996). Por todo ello, y dado que las NADH 




equivalentes reducidos a niveles tisiológicos. Por otra parte, todavía están surgiendo 
datos en cuanto a la caracterización de esta enzima que ya se sabe que interviene en 
levaduras en el estrés oxidativo (Davidson y Schiestl, 2001) y en plantas interviene en el 
desarrollo y en las respuestas lumínicas (Svensson y Rasmusson, 2001). 
La oxidasa alternativa (AOD) es una oxidasa terminal secundaria codificada por 
un gen nuclear presente en plantas y en la mayoría de los hongos (S. cerevisiae y S. 
pombe son notables excepciones), por ello hay que tener cuidado cuando se usa a S. 
cerevisiae como organismo modelo para estudios cualitativos y cuantitativos del 
metabolismo redox (Bakker et al., 2001). La AOD está localizada en la membrana 
mitocondrial interna y cataliza la reducción del oxígeno a agua después de recibir 
electrones directamente de la ubiquinona reducida, haciendo un bypass del complejo Ill 
y el complejo IV. En consecuencia, las células expresando la AOD son insensibles a los 
inhibidores de la respiración tales como antimicina A y cianida. En la mayoría de los 
sistemas estudiados, las oxidasas alternativas están sujetas a múltiples formas de 
regulación y generalmente operan sólo bajo condiciones que inhiben el transporte 
normal de electrones. 
Como uno de los objetivos del presente trabajo consistió en la clonación de la 
NADH deshidrogenasa mitocondrial interna de la levadura K. lacti.s, se realizó una 
descripción comparativa de las deshidrogenasas mitocondriales alternativas de 
diferentes organismos. 
Las deshidrogenasas mitocondriales alternativas de Sacclraromyces cerevisiae 
NADH deshidroQenasa mitocondrial interna 1 
S. cerevisiae carece del complejo de tipo I NADH deshidrogenasa (Nosek y 
Fukuhara, 1994). En su lugar S. c•erevisiae contiene una única subunidad 
NADH:ubiquinona oxidorreductasa, la cual acopla la oxidación del NADH 
intramitocondrial a la cadena respiratoria. Esta enzima, cuyo sitio activo se localiza 
mirando hacia la matriz mitocondrial (Rigoulet et al., 2004), cataliza la transferencia de 
dos electrones desde el NADH intramitocondrial a la ubiquinona (de Vries y Grivell, 
1988; Marres et al., 1991). EI único gen nuclear ND/1, (ORFYMLIZOc) localizado en el 
cromosoma XI11, consta de una ORF de 1539 pb que codifican para una proteína 




Vries et al., 1992) y una secuencia amino-terminal de 26 aminoácidos que le sirve para 
el importe hacia la mitocondria (de Vries et al, 1992). 
Después de su purificación inicial, se pensó que la proteína Ndi I p era una 
NADH deshidrogenasa externa (de Vries y Grivell, 1988). Posteriormente se estableció 
que la proteína madura Ndi 1 p estaba localizada en la membrana mitocondrial interna, 
con su sitio activo mirando hacia la matriz mitocondrial ( Marres et ul.. 1991). 
La proteína Ndilp reacciona específicamente con NADH. Su actividad con 
compuestos relacionados tales como NADPH o deamino-NADH es al menos 250 veces 
menor que su actividad con NADH (de Vries y Grivell, 1988). La Km para el NADH es 
aproximadamente de 30µM (de Vries y Grivell, 1988). In vin•n, la proteína Ndi I p puede 
usar varios aceptores de electrones, como por ejemplo ubiquinona-2, ubiquinona-6, 
dicloroindofenol o ferricianida (de Vries y Grivell, 1988). Cuando está localizada en la 
membrana mitocondrial, la actividad de Ndi 1 p con ubiquinona-2 es cinco veces mayor 
que con el aceptor de electrones endógeno ubiquinona-6 (de Vries y Grivell, 1988). Con 
la ubiquinona-6 como sustrato, la proteína Ndi I p tiene un pH óptimo muy amplio, 
desde pH 4,5 a 9,5 (de Vries y Grivell, 1988). Esta enzima es inhibida por flavona, pero 
es insensible a los inhibidores típicos del complejo de tipo 1, tales como la rotenona (de 
Vries y Grivell, 1988; Rosenfeld y Beauvoit, 2003). 
EI gen ND/l está sujeto a represión por glucosa. ('uando crece en fuentes de 
carbono no fermentables, tales como lactato o etanol, S. cerevisiae contiene mucha mas 
proteína Ndi I p que en glucosa como fuente de carbono fermentable (de Vries y Grivell, 
1988). En cultivos continuos con glucosa, los niveles de mARN de la NDII aumentan 
cuatro veces después del shijt diáuxico, es decir, después de que la glucosa se termina y 
las células continúan creciendo en el etanol que se produjo previamente en las primeras 
fases de crecimiento del cultivo ( de Risi et al., 1997). Los niveles de mARN de la ND/1 
disminuyen sólo dos veces en cultivos anaerobios con respecto a los cultivos aerobios. 
Fisiología de los mutantes dnclil 
Las mitocondrias aisladas de los mutantes dndil de S. cerevisiae no oxidan 
sustratos que generan NADH en la matriz mitocondrial, por ejemplo malato junto con 
piruvato o etanol. Esto confirma que la proteína Ndi I p es la única NADH 




1991). En medios de cultivo con glucosa, galactosa o etanol como única fuente de 
carbono, los mutantes dndi] muestran una tasa de crecimiento específica similar a la de 
las células de tipo salvaje (Marres et al., 1991). Por el contrario, en acetato y piruvato, 
el crecimiento se suprime ( Marres et al., 1991). Es sorprendente que el mutante dndi] 
tenga un crecimiento normal en etanol, ya que para la completa disimilación del etanol 
se esperaba que necesitase la reoxidación del NADH intramitocondrial generado en el 
ciclo del ácido cítrico. En ausencia de una NADH deshidrogenasa mitocondrial interna, 
una lanzadera redox podría transportar los equivalentes redox desde la matriz 
mitocondrial al citosol, acoplando la oxidación del NADH intramitocondrial a las 
NADH deshidrogenasas externas o a la lanzadera glicerol-3-fosfato. 
Un posible mecanismo que acople la oxidación del NADH intramitocondrial a 
las NADH deshidrogenasas externas podría ser la lanzadera etanol-acetaldehído (figura 
IS). Esta lanzadera, propuesta por Von Jagow y Klingenberg ( 1970), consiste en una 
isoenzima mitocondrial y una citosólica de la alcohol deshidrogenasa. Como el etanol y 
el acetaldehído generalmente difunden libremente a través de las membranas biológicas, 
no se necesitan transportadores biológicos para el intercambio neto de NADH 








Figura IS: Esyucma de la cadena respiratoria de Saccharomvices cerevisiae. Adh, alcohol 
deshidrogenasa: bcl, complejo bcl; cox_ citocromo c oxidasa; Gpd, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 
soluble; Gut2, glicerol-3-fbsfato deshidrogenasa unida a membrana; Nde, NADH deshidrogenasa externa; 
Ndil. NADH deshidrogenasa interna; Q, ubiquinona; G3P, glicerol-3-fosfato; DHAP, dihidroxiacetona 
fosfato. Figura modificada de Bakker ei aL (2000). 
Existen evidencias experimentales de que esta lanzadera opera en los mutantes 
dndil de S. cerevisiae. Por el contrario de lo que ocurre con los mutantes únicos dadh3 
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y dndil, el doble mutante dadh3dndil, que carece de la proteínas Ndi I p y de la alcohol 
deshidrogenasa Adh3p (Young y Pilgrim, 1985), no muestra crecimiento respirador en 
cultivos continuos aerobios con glucosa como fuente de carbono limitante. Sin 
embargo, mostró una alta tasa de fermentación alcohólica y un bajo rendimiento en 
biomasa (Bakker et al., 2001). EI hecho de que el rendimiento de biomasa del mutante 
d ndilen glucosa sea de 0,43gĉ ^  frente a 0,49gĉ ^ para el salvaje, apoya la idea de que 
opere una lanzadera redox que no requiere una energía metabólica neta (Bakker et al., 
2001). 
Expresión heteróloga de la NDI/ de levadura: terapia génica de mamíferos deficientes 
en el complelo de tipo [ 
La NADH-quinona (Q) oxidorreductasa de mamíferos, también denominada 
complejo de tipo I, está compuesta de al menos 43 subunidades, siete de ellas son 
codificadas por ADN mitocondrial y se designan por NDI, ND2, ND3, ND4, ND4L, 
NDS, ND6, el resto están codificadas por ADN nuclear (Bai et al., 2001). Las 
mutaciones y deleciones en las siete subunidades codificadas por ADN mitocondrial no 
son corregibles y las mutaciones en las subunidades codificadas por ADN nuclear son 
dificiles de reparar (de Grey, 2000). Se han probado distintas quimioterapias pero no 
resultaron efectivas (Shoffner y Wallace, 1994; Chrzanowska-Lightowlers et al., 1995; 
Bai et al., 2001). Defectos en el complejo de tipo I están asociados a varias 
enfermedades mitocondriales en humanos (Schapira, 1998; Robinson, 1998), una de 
ellas es la LHON (neuropatía óptica hereditaria de Leber, Bai et a/., 2001). Por ello, las 
células de mamíferos deficientes en el complejo de tipo 1 NADH deshidrogenasa poseen 
ciertos desórdenes celulares (Kitajima-Ihara y Yagi, 1998), principalmente debido al 
deterioro en la capacidad de la cadena respiratoria para oxidar el NADH a NAD^ 
(provocando acidosis láctica) y el deterioro de la capacidad de esta enzima para 
bombear protones produciendo una disminución de la tasa de síntesis de ATP y un 
incremento en la producción de radicales superóxido (Wallace, 1992). Esto a su vez 
provoca mutaciones en el ADN mitocondrial, peroxidación de lípidos, desnaturalización 
proteica, etc. De todos estos problemas quizás el deterioro de la capacidad de la enzima 
para bombear protones y la producción de radicales superóxido sean los peores. Por ello 




en la propuesta de la NDl/ de S. cerevisiae como una candidata para terapia génica de 
pacientes deficientes del complejo de tipo [(Barrientos, 2003) basándose en que: 
a) La proteína Ndi I p de S. cerevisiae es más simple que el complejo de tipo I, ya 
que la proteína Ndilp está formada por una única subunidad mientras que el 
complejo de tipo I posee al menos 43 subunidades (Seo et al., 1998). 
b) La proteína Ndi 1 p cataliza una reacción de dos electrones mientras que el 
complejo de tipo t cataliza una reacción de un electrón. Esto reduciría el riesgo 
de producción de radicales libres (Seo et al., 1998). 
La ND!l de S. cerevisiae ha sido expresada en la bacteria 6. coli (Kitajima-Ihara 
y Yagi, 1998) en plantas y hongos. Además, el complejo de tipo I y la Ndi 1 p de S. 
cerevisiae pueden coexistir en las mitocondrias de bacterias, plantas y hongos (Yagi, 
1991; Moller et al., 1993; Luttik et a/., 1998; Smith et al, 2000) sugiriendo que ni la 
asociación Ndi 1 p con la membrana mitocondrial interna ni su función son impedidas 
por la presencia del complejo I endógeno. En las células transformadas, la proteína 
Ndilp actúa como una parte integral de la cadena respiratoria. Además, la expresión 
heteróloga de la NDl1 de .S. cerevisiae en fibroblastos de pulmón de hamster chino 
deficientes en el complejo de tipo 1 restauró la oxidación del NADH intramitocondrial. 
Esta actividad no fue inhibida por rotenona, un inhibidor del complejo de tipo I, pero 
fue inhibida por flavona, un inhibidor de la ND/1 de .S. cerevisiae (Seo et al., 1998). La 
expresión de la ND/l también restauró la habilidad de las células de hamster chino 
deficientes en el complejo de tipo I para crecer en galactosa, lo cual requiere una cadena 
respiratoria funcional (Seo et ul., 1998). Más recientemente, la NDII de S. cerevisiae 
fue expresada en células de riñón humano (Seo et al., 1999; Seo et al., 2000) 
consiguiendo también que en estas células la proteína de S. cerevisiae fuese funcional. 
Estos estudios de expresión heteróloga demuestran que la proteína Ndi 1 p puede 
funcionar en varios tipos celulares, desde bacterias hasta células de mamíferos. Este 
hecho hace que el gen ND/l de S. cerevisiae sea un candidato interesante para terapia 
génica de pacientes deficientes del complejo de tipo 1. 
EI experimento inverso, la expresión funcional del complejo de tipo 1 en S. 
cerevisiae, podría ser una manera interesante de incrementar los rendimientos de 
biomasa en esta levadura. Pero esto es mucho más complicado que la expresión 




de las cuales unas son codificadas por el genoma mitocondrial y otras por el genoma 
nuclear. 
NADH deshidroeenasas externas 
Las mitocondrias de levaduras al igual que la de las plantas (Moller et al., 1993) 
pero en contraste con las mitocondrias de mamíferos (de Vries y Marres, 1987), no sólo 
contienen una NADH deshidrogenasa mitocondrial interna, sino que también poseen 
actividad NADH deshidrogenasa externa (Von Jagow y I^lingenberg, 1970; Rosenfeld y 
Beauvoit, 2003). AI igual que la NADH deshidrogenasa interna, la isoenzima externa es 
insensible a rotenona y no bombea protones (Rosenfeld y Beauvoit, 2003). S. cerevisiae 
tiene dos genes que codifican para isoenzimas NADH deshidrogenasas externas, NDE1, 
(ORFYMR/-lSc) localizada en el cromosoma Xlll, y NDE2, (()RFYDL085iv) localizada 
en el cromosoma VI (Luttik et al., 1998; Small y McAlister-Henn, 1998; Rosenfeld y 
Beauvoit, 2003). Estas deshidrogenasas externas se localizan en la membrana 
mitocondrial interna pero su sitio activo se encuentra mirando hacia el espacio 
intermembrana de la mitocondria. La existencia de estas deshidrogenasas externas 
parece consecuente con la aparente ausencia de la lanzadera malato-aspartato en esta 
levadura (Luttik et al., 1998). Ambos genes fueron identificados en base a sus 
homologías con la NDII. La secuencia de aminoácidos de la proteína Ndelp posee un 
48% de identidad con la proteína Ndi Ip y la secuencia de aminoácidos de la proteína 
Nde2p posee un 46% de identidad con la Ndi 1 p. La identidad de las secuencias 
peptídicas de Ndelp y Nde2p es del 62%. EI alineamiento de las tres secuencias 
proteicas reveló que las proteínas Ndelp y Nde2p poseen una extensión amino-terminal 
que está ausente en la proteína Ndi I p(Small y McAlister-Henn, 1998). Esta extensión 
puede contener señales para dirigir la proteína a la membrana mitocondrial interna y 
determinar su localización hacia el lado citoplasmático. Hasta ahora, todavía no se han 
realizado experimentos para demostrar qué partes de las secuencias amino-terminales de 
las proteínas Ndel p y Nde2p son responsables de dirigir la proteína a la mitocondria. 
Otro mecanismo alternativo para la oxidación mitocondrial del NADH citosólico 
es, además de las NADH deshidrogenasas externas, la lanzadera glicerol-3-fosfato 
deshidrogenasa. Ambos mecanismos tienen una función metabólica similar y son los 
más importantes para el mantenimiento del balance redox citosólico durante el 




citosólica soluble que es la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (Gpolp) y la glicerol-3­
fosfato: ubiquinona oxidorreductasa (Gut2p) que se encuentra unida a la membrana 
mitocondrial interna con su sitio catalítico mirando hacia el citoso) (Larson et al., 1998; 
Rosenfeld y Beauvoit, 2003; Rigoulet et al., 2004). EI NADH es reoxidado por la 
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa citosólica (Gpolp) cuando cataliza la reducción de la 
dihidroxiacetona fosfato a glicerol-3-fosfato. EI glicerol-3-fosfato devuelve sus 
electrones a la cadena respiratoria via Gut2p (Rigoulet et al., 2004). Aunque los dos 
sistemas, las NADH deshidrogenasas externas y la lanzadera glicerol-3-fosfato 
deshidrogenasa, son capaces, en parte, de sustituirse uno al otro, la capacidad de Gut2p 
no es suficiente para reemplazar la actividad Ndelp/Nde2p cuando el flujo de NADH es 
alto (Rigoulet et al., 2004). La actividad de las NADH deshidrogenasas externas tiene 
un efecto inhibidor sobre la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa citosólica y también sobre 
Gut2p. Además, a altas concentraciones de glucosa se inactiva la lanzadera glicerol-3­
fosfato deshidrogenasa porque uno de sus componentes, la Gut2p, está sujeta a 
represión por glucosa (Rigoulet et al., 2004). 
Luttik et al. (1998) mostraron que las mitocondrias aisladas del mutante 
dndeldnde2 no oxidan NADH exógeno. Small y McAlister-Henn (1998), sin embargo, 
relataron la existencia de oxidación residual del NADH exógeno por las mitocondrias 
del mutante dndeldnde2. Esta discrepancia puede ser explicada por el hecho de que los 
últimos autores usaron NADH comercial, el cual contiene una cantidad sustancial de 
etanol (0,5 mol de etanol por mol de NADH) (Luttik et al., 1998; Patchett y Jones, 
1986). EI etanol es oxidado rápidamente por las mitocondrias aisladas de levadura 
gracias a la alcohol deshidrogenasa intramitocondrial (Adh3p) y la NADH 
deshidrogenasa mitocondrial interna. Luttik et al. (1998) usaron NADH puro, generado 
in siki a partir de glucosa deshidrogenasa de Bacillas megaterium, glucosa y NAD`. 
Ellos mostraron que toda la oxidación residual del NADH por las mitocondrias del 
mutante dndeldnde2, medida con NADH comercial, fue debida al etanoL Cuando las 
células, creciendo en continuo con glucosa como fuente de carbono limitante o en 
frascos en agitación con etanol, poseen un crecimiento respirador, la deleción del gen 
NDE2 por sí sola no disminuye sustancialmente la tasa de oxidación mitocondrial de 
NADH exógeno. Por el contrario, la deleción del gen NDE1 causó un descenso de tres 
veces en mitocondrias aisladas a partir de estos cultivos (Luttik et al., 1998; Small y 




importante que el de la NDE?, al menos durante el crecimiento respirador en glucosa o 
etanol. 
En cultivos de cepas salvajes de S. cerevisiae en frascos con agitación y con 
glucosa, se ha observado que los niveles de transcripción de NDEI y NDE? aumentan 
después del shirt diáuxico, es decir, cuando la glucosa se consume por completo y las 
células empiezan a consumir el etanol producido en la primera fase de crecimiento (de 
Risi et al., 1997). La NDEZ se induce mucho mas fuertemente (siete veces) que la 
NDEI ( dos veces). Los niveles de mARN de la NDEI y NDE?, cuando las células 
crecen en glucosa, son aproximadamente idénticos a cuando crecen en galactosa (Small 
y McAlister-Henn, 1998; Roth et al., 1998). La NDEI y NDE? son genes típicamente 
aerobios. En cultivos continuos con glucosa, los niveles de mARN de la NDEI 
aumentan más de cuatro veces cuando se pasa de condiciones anaerobias a aerobias, 
mientras que los niveles de la NDE2 aumentan catorce veces bajo estas condiciones 
(Ter Linde et ul., 1999). 
Fisiología del mutante dndeldnde? 
En cultivos en agitación con glucosa, la velocidad de crecimiento del mutante 
dndeldnde2 fue aproximadamente similar a la del salvaje (Bakker et ul., 2001). Esto no 
es de extrañar porque el crecimiento de .S. cerevisiae bajo estas condiciones es 
predominantemente fermentador (Lagunas, 1993). En un medio con etanol o galactosa 
el mutante dndeldnde2 creció más lentamente que la cepa salvaje (Luttik et al., 1998; 
Small y McAlister-Henn, 1998). Este descenso en la tasa de crecimiento podría ser 
atribuido únicamente a la deleción de la NDEI, puesto que la deleción de la NDE2 no 
tiene ningún efecto. Esto significa que la NDEI es fisiológicamente más importante que 
la NDE2. Además, estos resultados indican que los mecanismos alternativos que 
podrían acoplar la oxidación del NADH citosólico a la cadena respiratoria mitocondrial 
(por ejemplo la lanzadera glicerol-3-fosfato) no pueden reemplazar completamente a las 
NADH deshidrogenasas externas. 
En cultivos continuos aerobios con glucosa, el crecimiento de cepas salvajes de 
S. cerevisiue es completamente respirador a bajas tasas de dilución, mientras que el 
metabolismo respiro-fermentador ocurre a altas tasas de dilución. EI crecimiento 




glucólisis por la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa es oxidado via respiración 
mitocondriaL La deleción de ambos genes NDE causa una reducción de la tasa de 
dilución crítica. A bajas tasas de dilución, el crecimiento del mutante dndeldnde2 es 
casi completamente respirador, con producción de glicerol en cantidades traza. Esto 
indica que, a bajas tasas de crecimiento específico, el papel de las deshidrogenasas 
externas puede ser desempeñado por la lanzadera glicerol-3-fosfato u otros sistemas 
citosólicos que oxiden el NADH (Bakker et al., 2001). 
Las deshidrogenasas mitocondriales alternativas de Yarrowia lipolytica 
La cadena respiratoria de Y. lipolytica, levadura aerobia obligada, es más 
parecida a la de mamíferos que a la de la levadura S. cerevisiae. Y. lipolytica posee el 
complejo de tipo 1(Kerscher et al., 2002), que está compuesto de 35 o más subunidades 
(Djafarzadeh et al., 2000). Esta NADH:ubiquinona oxidorreductasa es esencial para la 
cepa salvaje en esta levadura, es por ello que las deleciones en los genes de las 
subunidades del complejo 1 sólo pueden ser generadas en cepas diploides y mantenidas 
como alelos recesivos letales en estado heterocigoto. 
La cadena respiratoria de Y. lipolvtica contiene también dos enzimas que no 
están presentes en mamíferos y que se denominan enzimas "alternativas", éstas son las 
codificadas por los genes NDH2 y la AOX. Kerscher et aL (1999) identificaron el gen 
YlNDH2 como el único gen que codifica para una NADH:ubiquinona oxidorreductasa 
alternativa en la levadura aerobia obligada Y lipolvtica. Por el contrario de lo que 
ocurre en el complejo I, no acepta deaminoNADH (Matsushita et al., 1987) como 
donador de electrones. AI contrario de lo que ocurre en S. ce^•evisiae y N. crassa, sólo 
hay un tipo de NADH deshidrogenasa alternativa presente en Y. lipolvtica, esta 
deshidrogenasa alternativa tiene su sitio activo hacia la cara externa de la membrana 
mitocondrial interna (Kerscher et al., 1999). 
Las cepas portadoras de la deleción del gen YlNDH2 son completamente viables 
ya que la cepa parental haploide y el mutante poseen igual tasa de crecimiento e igual 
rendimiento en medio mínimo o medio completo con glucosa o acetato sódico como 
fuentes de carbono (Kerscher et al., 1999). Además de la actividad Ndh2p, se piensa 
que existen otros mecanismos para la oxidación del NADH citoplasmático en esta 
levadura. Kerscher et al. (1999) han demostrado, en mitocondrias aisladas, que el 




levadura. En otros hongos como por ejemplo en N. crassa y en plantas, ya se ha 
postulado la existencia de múltiples enzimas NADH:ubiquinona oxidorreductasa 
internas y externas ( Weiss et a/., 1970; Von Jagow y Klingenberg, 1970; Soole y Menz, 
1995; Rasmusson et al., 1998). 
La mayoría de las lanzaderas redox mitocondriales descritas para mamíferos y 
hongos (Overkamp et al., 2000; Bakker et al, 2000), encargadas de transportar el 
NADH producido en el citosol a la matriz mitocondrial, no son fácilmente reversibles, 
es por ello que lanzar los equivalentes reducidos desde la matriz mitocondrial al citosol 
resulte problemático. La orientación externa de la NDH2 de Y lipolvtica implica que 
ésta no sea capaz de suplir al complejo I oxidando el NADH generado en la matriz 
mitocondrial. Esto explica porqué el complejo I es esencial en Y. lipolvtica. La enzima 
NDH2 de Y. /ipolytica transfiere los electrones desde el NADH citoplasmático al "pool" 
ubiquinona. La deleción de NDH2 no afecta apreciablemente a la viabilidad o tasa de 
crecimiento en varios medios mínimos y completos, sugiriendo la existencia de rutas 
redundantes que realizan esta función (Kerscher et al., 1999). 
La enzima AOX, oxidasa alternativa resistente a cianida, también consta de una 
única subunidad que Ileva a cabo la transferencia de electrones desde el ubiquinol 
directamente al oxígeno molecular evitando los complejos III y IV (Joseph-Horne et u/., 
2001). Esta enzima está en forma inactiva cuando las células entran en fase estacionaria 
y se activa bajo condiciones de estrés. Esta enzima, responsable de la respiración 
insensible a cianida, transfiere los electrones desde la ubiquinona reducida (coenzima 
Q) al oxígeno independientemente de la cadena respiratoria principal de citocromos. 
Uno de los grandes dilemas con respecto a la oxidasa alternativa era saber si podría 
competir con la cadena respiratoria de citocromos por los electrones. Medentsev y 
colaboradores (2002) demostraron que esta enzima es incapaz de competir y que sólo 
transfiere los electrones que son superfluos para la cadena respiratoria de citocromos. 
La AOX no está presente en .S. cerevisiae ni en otras levaduras fermentadoras, indicando 
que en ausencia del complejo I esta enzima resulta ser obsoleta. 
Cepas transgénicas de Y. lipolytica que poseen una copia de la deshidrogenasa 
mitocondrial interna 1 de S. cerevisiae, conteniendo una secuencia señal de importe a la 
mitocondria, y que poseen un complejo 1 no funcional, pueden crecer en presencia de 
inhibidores del complejo l, de esta forma se pueden aislar cepas haploides que porten 




EI análisis de las relaciones filogenéticas de las proteínas NADH:ubiquinona 
oxidorreductasa alternativa de Y. lipolytica, S. pomhe, S. cerevisiae, Arabidopsis 
thaliana y E. coli revelaron que la proteína ScNdi I p de S. cerevisiae está, en términos 
de evolución, más distante que las otras dos NADH deshidrogenasas externas de esta 
misma levadura y que las NADH deshidrogenasas de Y. lipolvtica y S. pombe (figura 
16). Es por ello por lo que se especula que originalmente el ancestro común de las 
NADH:ubiquinonas oxidorreductasas alternativas de hongos tuviesen una orientación 
externa y que la enzima interna de S. cerevisiae tuvo que adquirir la secuencia señal 
para la matriz mitocondrial y la pérdida del complejo I. 
varmwre Dpolylica 
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M'igura 16: Árbol filogenético de 
Saccheromyces cerevrsrae (YMR745c) NAD{I:ubiquinonas oxidorreductasas de 
difcrcntes organismos. 
Seccheromyces cerewsrae (YDLOBSwJ 




Todavía queda pendiente por determinar cuantos genes NADH:ubiquinona 
oxidorreductasa existen en otras levaduras ascomicetos, especialmente en especies 
fermentadoras como S. pombe y Kluvveromyces marxiam^s. La enzima de S. pombe, al 
igual que la de Y. lipolyticu, se piensa que podría ser externa (Kerscher et al., 1999). Las 
levaduras aerobias estrictas Candida pinus, C^yptococczrs albidus, Rhodotorula minuta, 
R. mucilagosa y Trichosporon beigelii poseen el complejo L Las levaduras 
fermentadoras facultativas tales como S. cerevisiae y K. ma^xiam^s no poseen este 
complejo y en su lugar poseen NADH: ubiquinonas oxidorreductasas. 
Las deshidrogenasas alternativas mitocondriales de Neurospora crassa 
N. crassa ha sido un modelo genético útil para caracterizar el complejo I. EI 
complejo 1 de N. crassa contiene aproximadamente 35 subunidades polipeptídicas 
(Weiss et al., 1991), al menos 7 de ellas son codificadas por ADN mitocondrial (lse et 
al., 1985; Videira y Werner, 1989), 32 proteínas ya han sido identificadas y la mayoría 
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de las subunidades codificadas por ADN nuclear ya han sido localizadas en el genoma y 
clonadas (Videira y Duarte, 2001). Sólo 4 de las proteínas no han sido identificadas con 
su correspondiente proteína en mamíferos, esto sugiere el alto grado de conservación 
del complejo I mitocondrial entre las distintas especies. Las 14 subunidades presentes 
en el complejo I de procariotas ya han sido identificadas con sus proteínas homólogas 
en N. crassa (Sousa et al., 1999). 
Existen modelos teóricos que explican la posibilidad de bombear cuatro protones 
a través de la membrana mitocondrial interna por cada par de electrones transferidos en 
el complejo 1(Friedrich, 2001; Brandt, 1997; Vinogradov, 2001). 
Se sabe que el papel que desempeña el complejo I en la célula no es sólo 
bioenergético. Existen muchas subunidades adicionales constituyentes de esta enzima 
mitocondrial, que no existen en procariotas, y que se piensa que alguna de ellas 
intervenga realizando diferentes funciones como por ejemplo evitar el escape de 
electrones, impidiendo que generen radicales de oxígeno (Robinson, 1998), o uniendo 
otros complejos respiradores (Budde et ul., 2000). Es por ello por lo que el complejo I 
parece estar implicado en varios procesos biológicos, desde rutas metabólicas en 
microorganismos hasta el desarrollo de hongos y plantas. En N. crassa esta enzima no 
es esencial durante el crecimiento vegetativo, además, las cepas mutantes pueden crecer 
gracias a la existencia de NADH deshidrogenasas alternativas. Sin embargo, este 
complejo 1 es necesario para el desarrollo sexual. Este complejo I también es esencial 
para el desarrollo embrionario en D. melunogaster (Ragone et aL, 1999) y C. eleRai^s 
(de Vries et al., 1992). 
Hace más de tres décadas que se propuso la existencia de dos NADI1 
deshidrogenasas alternativas insensibles a rotenona en N. crussu, una interna y otra 
externa ( Weiss et ul., 1970). Posteriormente se vio que en fase temprana de crecimiento 
exponencial existía una actividad NAD(P)H externa sensible a calcio y una mayor 
actividad de la enzima interna (Schwitzgnebel y Palmer, 1982; Moller et ul., 1982). 
Más recientemente se ha caracterizado el gen de una enzima externa NDEI (Melo et ul., 
2001). Comparando las actividades entre la cepa salvaje de N. crassu y el mutante nulo 
para la NDEl, estos autores observaron que la enzima codificada por NDEI es usada 
principalmente para la oxidación del NAD(P)H. Esta actividad es dependiente de calcio 
lo que explica la existencia de un motivo de unión a calcio en la secuencia proteica. Este 
dominio de unión a calcio también está presente en una NADH deshidrogenasa 




una supuesta NADH:ubiquinona reductasa de A. thaliana. Estos autores postularon que 
la unión al calcio induce cambios conformacionales que incrementan la afinidad 
enzima-sustrato. Esta proteína está anclada a la membrana por un dominio 
transmembrana localizado en la región N-terminal. Además, en su secuencia 
aminoacídica loacalizaron la existencia de dos consensos ricos en glicina (GXGXXG) 
en una estructura secundaria lámina ^3-hélicea-lámina ^3. Melo et al. (2001) especularon 
que el primer consenso sería de unión a NAD(P)H y el segundo de unión a FAD, 
también indicaron la presencia de una segunda NADH deshidrogenasa en la cara 
externa de la membrana mitocondrial interna de N. crassa. En las secuencias 
genómicas de N. crassa liberadas en el año 2001 por el Proyecto de Secuenciación de 
Neurospora del Instituto Whitehead (Centro MIT) para la investigación del genoma 
(http://www.genome.wi.mit.edu) existen tres NADH deshidrogenasas alternativas 
similares a la enzima NDEI. Estas proteínas contienen motivos para su presunta unión a 
FAD y NAD(P)H y se denominan p13, p36 y p76. Sorprendentemente un análisis 
informático predijo que las cuatro proteínas muestran un segmento transmembrana en la 
región N-terminal indicando que su interacción con la membrana está conservada 
(Videira y Duarte, 2002). Estos fragmentos transmembrana están ausentes en proteínas 
similares de otros organismos. La proteína pl3 parece ser una NADH deshidrogenasa 
interna insensible a rotenona, la p36 representa una NADH deshidrogenasa externa 
(Melo et al., 2001) y p76 todavía no está claro si es una proteína mitocondrial. Si lo 
fuese N. crassa tendría cuatro NADH deshidrogenasas alternativas como ocurre en 
plantas. También en las secuencias genómicas de Aspergilhis nidarlans depositadas en la 
base de datos de secuencias del Cereon Microhial se pueden encontrar cuatro 
secuencias independientes que codifican para cuatro proteínas similares a las citadas 
anteriormente. 
Más recientemente, Duarte et al (2003) identificaron un gen que codifica para 
una NADH deshidrogenasa mitocondrial interna de N. crassa (NDI/ que codifica para 
la proteína pl3). Este gen codifica para una proteína precursora de 538 aminoácidos con 
una masa molecular estimada de 59 kDa. La estructura primaria de la proteína, en su 
extremo amino-terminal, incluye una secuencia señal de importe a la mitocondria de 31 
aminoácidos que no aparece en la proteína madura. Consta de dos secuencias consenso 
para la unión del dinucleótido NADH o FAD (plegamiento (3a(3). 
Para investigar más acerca del papel específico de la Ndi 1 p, Duarte et al. (2003) 
interrumpieron el gen y observaron que la tasa de oxidación del NADH y NADPH en 
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mitocondrias de células salvajes era similar a la de las mitocondrias de las células 
mutantes. Estas actividades pueden ser debidas a la actuación de las enzimas localizadas 
en la membrana mitocondrial interna que miran hacia el espacio intermembranal. Sí 
observaron diferencias en las actividades cuando estudiaron la tasa de oxidación del 
NADH de la matriz mitocondrial. Además, pudieron comprobar que todas las 
actividades respiradoras medidas tanto en las células salvajes como en el mutante, se 
bloquearon completamente cuando le añadieron antimicina A. También el hecho de que 
la actividad respiradora de la mitocondria del mutante ndi/ sea casi completamente 
inhibida por rotenona, les sugirieron que la Ndi I p representa la única NADH 
deshidrogenasa alternativa interna (insensible a rotenona) responsable de la oxidación 
del NADH de la matriz mitocondrial en la mitocondria de N. crassa. Además, han 
comprobado que el complejo I y la ND/1 tienen funciones complementarias en N. 
crussa pues los mutantes en el complejo 1 o en la ndil por sí solos son viables pero el 
doble mutante todavía no lo han podido obtener, lo que sugiere que ambas enzimas se 
complementan la una a la otra. También comprobaron que la ND/1 de N. crussu no es 
necesaria para el desarrollo vegetativo o sexual, al igual que el complejo I de este 
hongo, pero sí lo es durante la germinación de las esporas tanto sexuales como 
asexuales. 
Carneiro e1 aL (2004) identificaron un gen que codifica para una NAD(P)H 
deshidrogenasa mitocondrial externa de N. crassa (NDE? que codifica para la proteína 
p36) que actúa oxidando sustratos citosólicos. Este gen codifica para una proteína 
precursora de 577 aminoácidos con una masa molecular estimada de 64,5 kDa. La 
secuencia codificadora es interrumpida por dos intrones de 100 y 64 pb. Los primeros 
54 aminoácidos del extremo N-terminal son la secuencia de importe a la mitocondria. 
Esta enzima consta de dos consensos ricos en glicina (GXGXXG) en una estructura 
secundaria lámina R-hélicea-lámina R. EI papel fisiológico que desempeñan estas 
NAD(P)H deshidrogenasas todavía no está muy claro. Carneiro et uL (2004) 
demostraron que no son proteínas esenciales, al menos en N. cru.rsa crecida en 
condiciones de laboratorio, puesto que ellos fueron capaces de aislar el triple mutante 
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I.­ Diseño de una nueva estrategia basada en la PCR para el aislamiento de clones de 
interés a partir de una genoteca cuando se dispone de un fragmento de la secuencia 
del gen a clonar. Mejora de las estrategias existentes para aislar clones a partir de un 
genoteca de levaduras. 
2.­ Aislamiento, caracterización y estudio de la regulación transcripcional del gen 
KIFBAI ( fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa). 
2.I.Clonación del gen KIFBAI a partir de una genoteca de Kluvveromvices 
luctis. 
2.2.Secuenciación del gen KlFBA1 incluyendo las regiones promotora y 
terminadora. 
2.3.Análisis "in silico" del gen KIFBAI.
 
2.4.Constatación de la funcionalidad del gen K1FBA1.
 




2.6.Estudio de la expresión del gen KlFBA1 en condiciones seleccionadas.
 
2.7.Producción de fructosa-l,6-bisfosfato a partir de lactosa.
 
3.­ Aislamiento, caracterización y estudio de la regulación transcripcional del gen 
KlNDII (NADH:ubiquinona oxidorreductasa). 
3. I.Clonación del gen K1ND/1 a partir de una genoteca de K. luctis. 
3.2.Secuenciación del gen KINDI/ incluyendo las regiones promotora y 
term i nadora. 
3.3.Análisis "in silico" del gen KIND/I. 
3.4.Estudio de la funcionalidad del gen KlNDII mediante complementación 
heteróloga. 
3.S.Determinación de las regiones del promotor del gen KINDII que 
contienen elementos reguladores. 
3.6.Estudio de la expresión transcripcional del gen KIND/I en condiciones 
seleccionadas. 
3. MATERIALES Y MÉTODOS.
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1. LINEAS CELULARES 
I.L Cepas de bacterias Esclrericlria c•oli 
A continuación se describen las líneas bacterianas de Esc•herichiu coli empleadas en 
este trabajo (tabla M I) para la amplificación de los plásmidos manejados y de las 
construcciones creadas. 
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Las cepas bacterianas se conservaron habitualmente sembradas en estría en 
placas LB (ver medios de cultivo para bacterias) a 4°C tras haber sido cultivadas a 37°C 
durante un día. Se resembraron periódicamente cada dos meses. Las cepas 
transformadas con plásmidos que contenían genes marcadores de resistencia a 
ampicilina se conservaron en placas de medio LB suplementado con ampicilina. La 
cepa XLI-Blue MRF' se conservó en placas LB suplementadas con tetraciclina para 
evitar la pérdida del episoma F". 
Para el mantenimiento de las cepas a largo plazo, las bacterias se inocularon en 
los mismos medios líquidos y se dejaron crecer en agitación a 37°C, añadiéndose al día 
siguiente glicerol estéril hasta el IS% y congelando inmediatamente las muestras en 
tubos de polipropileno de 1,5 mL a-80°C. 
1.2. Cepas de levaduras 
Las cepas de levaduras ( tablas M2 y M3) se conservaron habitualmente sembradas 
en placas YPD o CM al 2% de glucosa ( ver medios de cultivo para levaduras) a 4°C tras 
haber sido cultivadas a 30°C durante dos o tres días. Se resembraron periódicamente 
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cada dos o tres meses. Para el mantenimiento de las cepas de levaduras a largo plazo se 
inocularon en medio YPD o CM, se dejaron crecer en agitación a 30°C, se les añadió 
glicerol estéril hasta un 50%y se congelaron a-80°C. 
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hf,4Ta his34l /eu?40 met1540 w^a340 
Y,4lRld5c:: kanM.t'a 
dfATahis34/ leu2d0lys240 ura340 Y'MRI^Se::kanALt"a 
MATa ura3-52 HlS3 1eu241 LY'S? Irp1463 YDL085u (a. 
1635)::kanM.Y"^! 
MATaura3-52 his34200 LEU2 LY'S2 TRPI Y'DL085tr/4. 
16351::kanM.t"-l
 
1/ATa his34/ 1eu140 met1540 ura340
 
I'PR065tr: : kanhl.t a
 
h1ATahis34/ /eu?40 /y^s?40 ura340 Y"PR065tr.:kanrtl.t'a
 
pep-I::HIS3 prb-dl.6R H/S3 /ts1-108 trpl-dl0l ura3-52 
gal2 canl 
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7'abla M3: Cepas de A^. lachs empleada_ti 
CEPA GENOTIPO Fl'F.N'1'E 
NRRL-t'I140* A-fATa salvaje Dr Zitomer, R 
P!115-3C bfATa ura.4 Rag ^ 
Dra Wésolowski-Lovel, M 
l.von 
PS15-2D 
MATa amadl-1 meldl-l argdl-1 ^rpol-l Dra Wésolowski-Lovel, M 
rag?-l Lyon 
M^Y 190-9B 1LI Ta laca-8 ura9 Rag 
Dra Wésolowski-Lovel, M 
Lyon 
MR' 190-9B hem/ ,7fATa lac'a-8 tera.4 Rag hen^Jd González. Dominguez e^ aL (1997) 
W600B MATa ade leu Jong & Edwards (1990) 
W'M37 MATa his Jong & Edwards (1990) 
«'M117302-DI 
,^L1ATa leu2 uraA lrpl metAl ade? his?-2 
Dra Yolanda t31om 
hap3::Sc LE(12 
2. VECTORES 
Se han empleado los siguientes vectores: 
pGEM®-T-Easy (Promega). Contiene el promotor y parte del gen lacZ, amp` y 
el ori bacteriano. Está cortado con la enzima de restricción EcoR V y presenta una 
timidina en ambos extremos 3', resultando útil en la clonación de productos procedentes 
de P^'R amplificados por la ADN polimerasa Tay, ya que esta polimerasa añade una 
adenina al extremo 3"del fragmento amplificado (figura M I). 
YEpIac195 ( Gietz y Sugino, 1988). Presenta el promotor y 438 pb del gen de la 
(3-galactosidasa de E, coli (lac^ (Sambrook et al., 1989), anrp`, URA3, Z,um de la 
levadura y el ori bacteriano (figura M I). Es un vector lanzadera que frecuentemente se 
emplea para la construcción de genotecas. En el presente trabajo se empleó para la 
realización de ensayos de complementación. 
YEp24 ( Rose et al., 1984; Roberts, 1987). Vector que presenta amp`, tet`, el ori 
bacteriano, el 2^tnr de la levadura y el marcador de selección URA3 (figura M I). Vector 
lanzadera empleado para la construcción de genotecas. 
YCplac33 (Gietz y Sugino, 1988). Presenta el promotor y 438 pb del gen de la 
R-galactosidasa de E. coli (lac^ (Sambrook et al., 1989), amp`, URA3, CEN-l y ARSI 
de la levadura y el ori bacteriano (figura M 1). En el presente trabajo se empleó para la 
realización de ensayos de complementación. 
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" °ri 2u 
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É pGEM-T easy ^ VEplac195 p24YE 
Q (3018 pb) (5241 pb) 9 pb)(776 
P 








S11 Salll+^al Sac I(,Ypl 








, Nnd ^„3 , 
/ Naa lu^el
^ea II+>cl 




BspLU i ^ I .in5 / /^ ^ 
$J^t Ii.^Wv 
8s11 t U] ii: r 
Figura M I: Vectores empleados en el presente trabajo. 
pUK-S11 (Chen y Fukuhara, 1988). Vector lanzadera que presenta amp', el ori 
bacteriano, el gen de la (3-galactosidasa de E. coli (lac^, el gen lacY que codifica para 
una permeasa de E. coli, el .SI1 para la replicación en K. lactis y el marcador de 
selección URA3 ( figura M I ). 
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pXW2 (Chen et al., 1992a). Plásmido lanzadera empleado para el análisis de 
promotores fusionados al gen lacZ de la (3-galactosidasa de E. coli. Presenta la unrp`, el 
ori bacteriano, el S/ / para la replicación en K. lactis, el marcador de selección URA3, y 
los genes lacY, lacA y IucZ que codifican para una permeasa, una tiogalactósido 
transacetilasa y para la ^3-galactosidasa de E. coli, ( figura M I). 
Kep6 (Wésolowski-Louvel et al., 1988). Vector lanzadera que presenta la amp` 
la tet', el ori bacteriano, el Sl / para la replicación en K. lactLs y el marcador de 
selección URA3 ( figura M 1). Vector empleado para la construcción de genotecas. 
pAB24 ( Botstein et al., 1979). Vector que presenta el 2/tm para la replicación en 
S. cerevisiae ( por cuatriplicado), dos repeticiones invertidas "IR ", el LEU2-d, la ump`, 
la tet` y el marcador de selección URA3 ( figura Ml). Vector empleado para la 
construcción de genotecas. 
pET21d(+) (Novagen). Este vector se ha empleado para la expresión de 
proteínas en E. coli ( figura M 1). EI gen deseado se clona bajo el control del promotor 
T7, el cual no es reconocido por la ARN polimerasa de E. coli y, por tanto, la expresión 
no tiene lugar hasta que se le proporcione una fuente de T7 ARN polimerasa. Una vez 
que el plásmido es transferido a un hospedador de expresión, conteniendo una copia 
cromosomal del gen T7 ARN polimerasa bajo el control de lacUV^, la expresión de la 
proteína es inducida por la adición de IPTG ( Isopropil ^i-D-tiogalactopiranósido). 
3. MEDIOS DE CULTIVO 
A continuación se describen los medios utilizados en cultivos de bacterias y 
levaduras. Para la preparación de medios sólidos se adicionó 1,5% de Bacto-Agar al 
correspondiente medio líquido. Las soluciones se esterilizaron en autoclave durante 20 
minutos a 121°C y 2Ba de presión. 
3.1. Medios de cultivo para bacterias 
LB (Luria-Bertani). Medio general de crecimiento de bacterias. Para 
seleccionar bacterias conteniendo plásmidos con genes de resistencia a antibióticos se 
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Bactotriptona 1 % 
Extracto de levadura 0,5% 
NaCI 0,5% 
Glucosa O,l% 
LBA. Medio LB suplementado con ampicilina (suministrada por Sigma Aldrich) 
a una concentración final de 40 µg/mL (a partir de una solución patrón 40 mg/mL en 
agua estéril). EI antibiótico se añadió una vez esterilizado el medio, tras alcanzar una 
temperatura de 60-65°C Este medio se utilizó para la selección de bacterias que habían 
sido transformadas con un plásmido conteniendo el gen de resistencia a la ampicilina. 
EI gen que confiere la resistencia a la ampicilina codifica para una enzima que es 
secretada al espacio periplásmico de la bacteria, donde cataliza la hidrólisis del anillo (3­
lactámico del antibiótico provocando la pérdida de su toxicidad. 
LBA/X-GaI+IPTG. Medio LBA suplementado con X-Gal (5-Bromo-4-cloro-3­
indolil-(3-D-galactopiranósido), un substrato cromogénico. Se utilizó para discriminar 
entre colonias blancas y azules (productoras de (3-galactosidasa), a fin de identificar los 
plásmidos recombinantes por la pérdida de la actividad (3-galactosidasa debida a la 
integración de un fragmento en el sitio de clonaje múltiple (MCS) que interrumpe el gen 
lacZ inactivándolo. 
Antes de proceder a la siembra en placa, se extendieron sobre cada una de ellas 
50 µL de una solución 20 mg/mL de X-Gal en dimetilformamida y 10 µL de una 
solución de 0,23 mg/mL de IPTG (Isopropil ^3-D-tiogalactopiranósido) en agua estéril. 
EI IPTG es un inhibidor del represor lac y por lo tanto inductor del gen IacZ que 
codifica para la enzima (3-galactosidasa en E, coli. 
SOC_ Medio empleado para la preparación de células competentes. Su 
composición es la siguiente: 
Bactotriptona 2% 
Extracto de levadura 0,5% 
NaCI 0,0584%(l0 mM) 
KCI 0,0186% (2,5 mM) 
Se ajustó el pH a 7 con KOH 1 M. 
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YT. Medio empleado para el crecimiento de cepas bacterianas y, en 
determinadas ocasiones, para la preparación de células competentes. Su composición es 
la siguiente: 
Bactotriptona 0,8% 
Extracto de levadura 0,5% 
NaCI 0,25% 
YT/X-Ga1+IPTG. Medio YT suplementado con X-Gal e IPTG a igual 
concentración final que para el medio de cultivo LBA/X-GaI+IPTG. 
Terrifrc Brotá. Medio de cultivo empleado para el crecimiento de bacterias en 
los experimentos de amplificación de genotecas. Su composición es la siguiente: 
Bactotriptona I ,2% 
Extracto de levadura 2,4% 
Glicerol 0,4 mL 
Después del esterilizado y cuando la temperatura del medio descendió a 60°C se 
añadió: 
IOxTB Fosfato (0,17 M KH^POa, 0,72 M K^H POa) 10 mL 
3.2. Medios de cultivo para levaduras 
Suero de leche. EI permeado de suero de leche, variedad dulce, fue suministrado 
por la empresa QUEGALSA (LEYMA). Una vez traídos de la fábrica, en nuestro 
laboratorio, los sueros se almacenaron congelados a-20°C en alícuotas de un litro. 
Como paso previo a su utilización e inmediatamente después de ser descongelados se 
esterilizaron en autoclave (121°C y 2 Ba durante 20 minutos), provocando la 
coagulación de una parte de las proteínas. Para separar dichas proteínas, el suero se 
centrifugó en condiciones estériles ( 10 minutos a 10.000 r.p.m.). EI sobrenadante así 
obtenido se empleó como medio de cultivo microbiológico. Su composición es la 
siguiente: 50 mg/mL de azúcares totales, 7,5 mg/mL de proteínas, 5 mg/mL de lípidos 
totales ( Doval, 1992). Estudios previos indican que existe una deficiencia nutritiva en el 
suero de leche que puede afectar al crecimiento y/o a la secreción de la proteína por la 
levadura, pero esta deficiencia queda suplida si se suplementa el suero con extracto de 
levaduraal 1%(Becerra, 1995). 
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En cada una de las alícuotas utilizadas se controló la posible contaminación 
microbiana, el contenido de lactosa y las variaciones de pH. EI pH del permeado de 
suero de leche, variedad dulce, oscila entre 6 y 7, pero éste puede disminuir durante su 
almacenamiento. En aquellos casos en los que el pH tenía valores inferiores a 7, se le 
añadió hidróxido sódico hasta que el pH alcanzó la neutralidad. 
YPD aerobio. Su composición es la siguiente: 
Bactopeptona 0,5% 
Extracto de levadura 1% 
Glucosa 2% 
En algunos experimentos la concentración de glucosa fue del 0,5% y en otros se 
cambió la fuente de carbono a lactato (YPL), fructosa (YPF), etanol (YPE) o glicerol 
(YPG) al 2% en vez de glucosa. 
YPD anaerobio. Su composición es la siguiente: 
Bactopeptona 0,5% 
Extracto de levadura I % 
Glucosa 2%
 
Tween 80 0,2% 
Medio de bioconversión. Este medio permite el crecimiento de levaduras, puede 
ser YPL o suero de leche (siendo este último el empleado en el presente trabajo), 
siempre y cuando la lactosa esté presente en un 5%. Además, ha de tener un 10% de 
NaH^PO.^ (pH6.0). Este medio permite la hidrólisis de la lactosa y su utilización por las 
levaduras, para la producción de fructosa-l,6-bisfosfato. 
CM (_Medio Completo). Medio sintético preparado con variantes en función de 
la selección que se quería realizar. Así, por ejemplo, un medio CM-URA es un medio 
sintético completo al que no se le añadió uracilo y un medio CM-TRIP-ADE-HIS es un 
medio CM al que no se le añadieron los aminoácidos triptófano e histidina ni la base 
nitrogenada adenina. Habitualmente la fuente de carbono fue la glucosa al 2% pero 
ocasionalmente ésta fue sustituida por glucosa al 0,5%, glicerol al 2%, lactato 2%, 
etanol al 2% u otra fuente de carbono generalmente al 2%. Este medio también se le 
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denomina SC (.^^nthetic C'onrplete). Se preparó según Zitomer y Hall (1976). Este 
medio sintético completo se compone de: 
Para I litro: 
Glucosa 20 g 
Mezcla de aminoácidos (200X) 5 m L. 
YNB* 67 mL 
Histidina, Leucina, Uracilo, Adenina, Tirosina 40 mg cada uno 
Triptófano 30 mg 
' Se atlade, en condiciones estenles, después de la estenlización del resto de los componentes, cuando el medio de 
cultivo alcanza una temperatura de 60°C 
'" Se omiuó el ammoacido utilizado como marcador ausotrótico 
Mezcla de aminoácidos (200X): Para 1 litro: 
Arginina, Metionina, Treonina 2 g cada uno 
Isoleucina, Fenil-alanina 12 g cada uno 
Lisina 8k 
YNB (Yeast Nitrogen Buse) Para 1 litro: 
Mezcla de vitaminas 300X 50 mL 
Sales traza 150X 100 mL 
Sulfato amónico* 75 g 
KH^POa 15g 
MgSO,^ 7,5 g 
NaCI I,5 g 
CaCI^ I,5 g 
*Se añadió después de disolver el resto de los componentes para evitar que precipiten. 
Mezcla de vitaminas 300X Para 1 litro: Sales Traza I SOX Para I litro: 
Biotina 0,6 mg Ácido bórico 75 mg 
Pantotenato Cálcico 120 mg Sulfato cúprico 6 mg 
Ácido Fólico 0,6 mg loduro potásico I 5 mg 
Inositol 600 mg Cloruro férrico 30 mg 
Niacina 120 mg Sulfato manganoso 60 mg 
p-Aminobenzoico 60 mg Molibdato sódico 30 mg 
Piridoxina 120 mg Sulfato de zinc 60 mg 
Riboflavina 60 mg 
Tiamina 120 mg 
En determinados experimentos se utilizó YNB sin sulfato amónico, YNB sin 
fosfato e YNB sin calcio ( se sustituyó el pantotenato cálcico por pantotenato sódico) 
Para realizar los ensayos de determinación cualitativa de la actividad (3­
galactosidasa en levaduras, se emplearon medios sólidos CM-URA/X-Gal, es decir, 
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medio sintético completo sin uracilo y con un suplemento del substrato cromogénico X-
Gal a igual concentración que para el medio LBA/X-GaI+IPTG. 
Para Ilevar a cabo determinados experimentos de Northern blot, las células de 
levadura se cultivaron en medios líquidos CM-URA suplementados con ácido 
aminolevulínico (ALA) a diferentes concentraciones, 0,5 µg/mL y 100 µg/mL. 
Top Agar. Su composición es la siguiente: 
Bactotriptona I % 
NaCI 0,5% 
Agar 0,65% 
Se esterilizó y se conservó sólido, fundiéndolo en un horno de microondas antes 
de usarlo. 
4. MARCADORES DE TAMAÑO MOLECULAR EMPLEADOS 
Para calcular los tamaños de los fragmentos de ADN digeridos, de ARN o de 
proteínas, se han empleado los marcadores que se describen a continuación: 
4.1. Marcadores moleculares de ADN 
Marcador de 50 a 1000 pb de BioWhittaker Molecular Applications (figura 
M2A). 
Marcador de 500 a 5000 pb (figura M2B) de BioWhittaker Molecular 
Applications suministrado por /berlabo y de Roche (marcador XVI[). Este último, pero 
marcado con digoxigenina, también se empleó en experimentos de Southern blot no 
radiactivos. 
Marcador de 702 a 8454 pb de Neiv England Biolabs. Este marcador procede de 
la digestión del ADN del bacteriófago lambda con la endonucleasa de restricción BstE 
// (figura M2C). 
Marcador [1 de l25 a 23130 pb de Roche. Este marcador procede de la digestión 
del bacteriófago lambda con la endonucleasa de restricción Hind ///. También se ha 
empleado, pero marcado con digoxigenina, en experimentos de Southern blot no 
radiactivos (figura M2D). 
c,s 
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Figura 112: Marcadores de pesos moleculazes empleados. 
4.2. Marcadores moleculares de ARN 
Marcador 1 marcado con digoxigenina de 310 a 6948 pb de Roche. Se ha 
empleado en experimentos de Northern blot no radiactivos (figura M?E). 
4.3. Marcadores moleculares de proteínas 
Se empleó el marcador de proteínas Prestained SDS-PAGE Standurdr Broud 
Range de Bio-Rad, que comprende desde 6,4 a 198 kDa (figura M2F), como referencia 
de tamaños en electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). 
5. CEBADORES EMPLEADOS 
En la siguiente tabla se muestran los cebadores empleados con sus secuencias 
correspondientes (tabla M4): 
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I^LPIFS 5 ^GG(i(iATCCGr1CG,1A1'I^TC A.4A:AATC:17 ^ 
hLPIF6 > GGGGAI'CCCI:\AAA;IAGC('TT('CGGT? 
hLPIF^ SGGGGATCCT:\CCTCTGTTTAC.4.4GA:\3 
F; L PI F8 S GGGGG A'i'CCTTTA ATC AG TTTTTTTI"I'3 
IíLPIFI-8 5 GGGGATCCAAACCCCTAC(iAGTAA:\CTT:\CC('CA('CACACCCACAC:\ 
CC A TTT A A TC A G TTTTT'1'TT3 
ItiLPIFA SGGG(iATCCTTACCCCGCCGTGCCGG;IGTTCTTTAATCAGTTTTI'TTTi 
hLPIF G S GGGGATCG4('('A('A('('CAC:\CACCAC.4:1TA:ICAC.4AA.4AAGG:\AGAT 
GGTATTTAATGIGTTTTTTTT3" 
hLNDI I F 5 ^TGAAGAA.AGCCIITTT('AACC; ^ 
kLNDI I R 5'TTGAAGCTTTGCC.4AACG3" 
SCNDI I F 5 "C:ACGTTT:ACCC4AGAGAAGAA3 
SCNDI I R 5'T('C"I'TT'I"fCC :\GAAAAGGGC3' 
Y IG IC3-RI S^l'GGATATA(iAC:11'TCCAGACGACTCAA3' 
YIGIC3-UI S^CGTACTTTTA(iCA.4TGACGATCAGA:IT3^ 
YIGIC7RR S^CAGCTCAAATTTCAGGAAGI'AGAAG3^ 
YIGIC3UI 5 GCAGCAGCT.4TCTAT:1"IG(iCACTC3' 
ti'IGIC3RRR 5 GCACA'rGAA.4AAG.4TAGGG,4,\AGGAG3 
6. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR 
6.1. Obtención de ácidos nucleicos 
6.1.1. Extracción de ADN plasmídico de bacterias ( Método de lisis alcalina) 
EI aislamiento de los plásmidos, a pequeña ( I mL de cultivo inicial) y mediana 
escala (25-50 mL de cultivo inicial), se realizó según el método de lisis alcalina 
(Sambrook et a/. 1989). Los volúmenes de las disoluciones utilizadas se adaptaron a 
cada caso. 
Minipreparación (para un cultivo de 1 mL) 
Las células se inocularon en I mL de medio LBA. Tras su crecimiento durante 
toda la noche a 37°C y en agitación orbital, se centrifugaron las células durante 3 
minutos a 8.000 r.p.m. EI sedimento se resuspendió en 100 µL de solución 1 
previamente enfriada en hielo y se incubó 5 minutos a temperatura ambiente; 
posteriormente se añadieron 200 µL de la solución II preparada en el momento, se 
mezcló por inversión 2 ó 3 veces hasta conseguir una viscosidad homogénea y se 
mantuvo en hielo durante 5 minutos; transcurrido este tiempo se añadieron 150 µL de 
solución III que se mezcló por inversión suave del tubo, incubando otros 5 minutos en 
hielo. Los tubos se centrifugaron a 12.000 r.p.m. durante 5 minutos. Para eliminar restos 
de proteínas que podrían dificultar posteriores manipulaciones del ADN, el 
sobrenadante se sometió a una extracción con igual volumen de PCIA, se mezcló la 
muestra en vortex y se centrifugó 5 minutos a 8.000 r.p.m. Se transfirió la fase superior 
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acuosa a un tubo limpio y se le añadieron dos volúmenes de etanol al 95%, se incubó 5 
minutos a -20°C y, posteriormente, los plásmidos se precipitaron por centrifugación a 
12.000 r.p.m. durante 10 minutos. Para eliminar restos de sales, el sedimento se lavó 
con un volumen de etanol al 70% y se precipitó como en el paso anterior. Las muestras 
se secaron a vacío por espacio de 5 minutos y posteriormente se resuspendieron en 20­
30 µL de 1xTE (l0 mM Tris-HCI pH 7,5 y 1 mM EDTA) o en agua bidestilada 
dependiendo de su uso posterior. Las preparaciones se conservaron congeladas a-20°C 
hasta su utilización. 
Con este procedimiento, además del ADN se obtiene una considerable cantidad 
de ARN que se elimina con un tratamiento con RNAsa A a una concentración final de 1 
µg/mL, durante 30 minutos a 37°C. 
Maxipreparación (para un cultivo de 25-50 mL) 
En las preparaciones a mediana escala se procedió de igual modo que en el 
apartado anterior, pero partiendo de 25-50 mL de cultivo y variando el volumen de las 
soluciones en la proporción correspondiente. 
Preparación de las soluciones 
Solución L• Conservada a 4°C 
Glucosa 
EDTA 









Solución IIL• Conservada a 4°C 
Acetato potásico SM 60 mL 
Ácido acético glacial I 1,5 mL 
Agua destilada 28,5 mL 
PC[A (Fenol: cloroformo: alcohol isoamílico): Conservado a 4°C 
Se mezclaron un volumen de fenol fundido a 65°C con un volumen de 
cloroformo y con dos volúmenes de tampón 1 xTE (10 mM Tris-HCI pH 7,5 y I mM 
EDTA) para equilibrar el pH. Se agitó vigorosamente durante varios minutos, tras los 
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cuales se dejó la mezcla a temperatura ambiente y en oscuridad hasta que se separó 
completamente la fase acuosa que se retiró por aspiración. Se repitió este proceso dos o 
tres veces. Tras el último equilibrado se añadieron I/25 volúmenes de alcohol 
isoamílico a la mezcla. Se conservó en oscuridad a 4°C. 
I xTE: Conservado a temperatura ambiente 
Tris-HCI pH 7,5 10 mM 
EDTA 1 mM 
RNAsa: Conservada a -20°C 
Se preparó una disolución de 5 mg/mL de RNAsa A en agua bidestilada estéril y 
se calentó a 100°C durante 10 minutos para eliminar restos de DNAsus. Se dejó enfriar 
lentamente y se conservó congelada en alícuotas a-20°C. 
Purificación de ADN para secuenciación 
Se realizó una extracción de ADN plasmídico tal y como se describe en el 
apartado anterior, incluido el tratamiento con RNAsu. Tras la incubación con RNAsa se 
purificó el ADN haciendo dos extracciones sucesivas con PCIA y una con CIA. Se 
añadió a la fase líquida 1/10 del volumen de acetato potásico 3 M y el doble del 
volumen de etanol al 95% frío. Se mezcló y se incubó en hielo 5-10 minutos. Se 
centrifugó el ADN durante 5 minutos a 13.000 r.p.m., se descartó el sobrenadante y se 
lavó I ó 2 veces con etanol al 70% frío. 
EI ADN precipitado se secó al vacío y se resuspendió en 80 µL de agua estéril. 
Se le añadieron 16 µL de NaCI 5 M y se mezcló en vortex, tras lo cual se añadieron 100 
µL de PEG-6.000 al 13% y se incubó durante 20 minutos en hielo. Se centrifugó la 
mezcla durante 5-10 minutos a 13.000 r.p.m. y se descartó el sobrenadante retirándolo 
por aspiración. EI precipitado de ADN, libre de ARN, se secó a vacío y se resuspendió 
en un volumen adecuado de agua. 
Además de las disoluciones descritas para la primera parte de la extracción se 
emplearon aquí las que se describen a continuación. 
CIA:­ Se mezclaron cloroformo y alcohol isoamílico en una proporción de 24:1. Se 
guardó a temperatura ambiente. 
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PEG-6.000 al 13%:­ Se preparó una disolución de PEG-6.000 al 13% peso/volumen 
en agua destilada estéril y se agitó en vortex durante varios 
minutos hasta su completa disolución. Se preparó en el momento 
de uso. 
Extracción de ADN plasmídico de bacterias empleando un kit comercial 
suministrado por Quiagen 
Este método se empleó sólo en aquellas maxipreparaciones en las que se quería 
obtener un ADN plasmídico de gran calidad y en un volumen final muy pequeño. Es un 
método bastante rápido puesto que no se requiere hacer extracción con fenol ni tampoco 
precipitación con etanol. 
Se partió de un cultivo de células de 5 mL en LBA que se dejó crecer durante 
toda la noche a 37°C y en agitación orbital. AI día siguiente se repartió el cultivo en 
tubos Eppendorf^^ y se centrifugaron las células a 8.000 r.p.m. durante 3 minutos. EI 
medio de cultivo se retiró y se resuspendieron las células en 250 µL de tampón P1 (de 
resuspensión). A continuación se añadieron 250 µL de tampón P2 (de lisis) y 350 µL de 
tampón N3 (de neutralización), se mezclaron bien invirtiendo los tubos varias veces y se 
centrifugaron a 13.000 r.p.m. durante 10 minutos. EI sobrenadante obtenido se pasó a 
través de una columna, suministrada por el kit, mediante centrifugación a 13.000 r.p.m. 
durante I minuto. EI ADN plasmídico retenido en la columna se trató (sólo en el caso 
de cepas con altos niveles de actividad nucleasa o con un alto contenido de 
carbohidratos tales como las JM. HBI01 o cualquier cepa de tipo salvaje) con 500 µL 
de tampón PB (de unión). Posteriormente el ADN plasmídico se lavó con 750 µL de 
tampón PE (de lavado) mediante una centrifugación a 13.000 r.p.m. durante 1 minuto. 
Se retiró el sobrenadante y se volvió a centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 1 minuto para 
eliminar cualquier resto de solución de lavado que haya podido quedar, puesto que el 
etanol contenido en el tampón PE puede inhibir cualquier reacción enzimática posterior. 
Para recuperar el ADN plasmídico se colocó la columna en un tubo Eppendorff limpio, 
se añadieron 50 µL de agua o de tampón EB (de elución), se dejó reposar 1 minuto y se 
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Tampón PI : Conservado a 4°C pues contiene la RNAsa disuelta. 
Tampones P2, N3, PB, PE, EB: Conservados a temperatura ambiente. 
6.1.2. Extracción de ADN genómico de levaduras 
Extracción de ADN de alto peso molecular de levaduras 
Este método modificado de Adams et al. (1997) se empleó para obtener altas 
concentraciones de ADN genómico, para ello se partió de cultivos de 100 y 10 mL. F,I 
volumen de las soluciones se ajustó a cada caso. Las células de un cultivo de 10 mL en 
fase estacionaria se centrifugaron a 3.000 r.p.m, durante 5 minutos y se lavaron con una 
solución 1 M de sorbitol y 0,1 M EDTA. 
Para la obtención de protoplastos se resuspendieron en I mL de una solución 0,9 
M sorbitol, 50 mM EDTA, 50 mM NaPO:^ pH 7,5 y 14 mM (3-mercaptoetanol, se 
añadieron 100 µL de una disolución 5 mg/mL de liticasa, para lisar paredes y se agitó la 
mezcla suavemente durante 30 minutos a 30°C. Posteriormente se añadió SDS a una 
concentración final del I% y se sometieron a una incubación de 20 minutos a 65°(' sin 
agitación. A continuación se procedió a sucesivas extracciones con PCIA, agitando 
suavemente para evitar roturas en el ADN, hasta conseguir una interfase libre de 
proteínas. Se separaron las fases mediante centrifugación a 5.000 r.p.m. durante 10 
minutos y para completar la extracción se incubó la fase acuosa con acetato potásico 5 
M en una proporción I:5 durante 2-4 horas en hielo. Transcurrido este tiempo se 
centrifugó 15 minutos a 12.000 r.p.m. y se precipitó el sobrenadante con 1,5 volúmenes 
de etanol al 95% durante 5 minutos en hielo, apareciendo el ovillo típico que forma el 
ADN genómico. Se centrifugó a 8.000 r.p.m. durante 5 minutos y se lavó el precipitado 
con etanol al 70%. EI ADN se resuspendió en I xTE (10 mM Tris-HCI pH 7,5 y I mM 
EDTA). 
Extracción rápida de ADN genómico de levaduras 
Se empleó el método de Hoffman y Winston (1987) con ligeras modificaciones 
cuando fue necesario obtener pequeñas concentraciones de ADN genómico en el menor 
tiempo posible, para ello se partió de un cultivo de 10 mL de levaduras crecido durante 
una noche. Se centrifugó 5 minutos a 4.000 r.p.m. y se eliminó el sobrenadante. Las 
células se resuspendieron en 500 µL de agua y se transfirieron a un tubo Eppendorf/: Se 
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centrifugaron durante 10 segundos a 13.000 r.p.m., se eliminó el sobrenadante y se 
rompieron las células agitando en vortex brevemente. Posteriormente se resuspendieron 
las células en 200 µL de tampón Breaking (2% v/v Tritón X-100, I% v/v SDS, 100 mM 
NaCI, 10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM EDTA pH 8) y 3 µL de RNAsa 50 mg/mL 
(suministrada por Qaiagen). Se añadieron 0,3 gramos de perlas de vidrio, 200 µL de 
fenol-cloroformo y se agitó en vortex durante 3 minutos a baja velocidad. Se añadieron 
200 µL de tampón 1 xTE (10 mM Tris-HCI pH 7,5 y t mM EDTA) y se agitó en vortex 
brevemente. Se centrifugó 5 minutos a 13.000 r.p.m. a temperatura ambiente, y se 
transfirió el sobrenadante a un tubo Eppendo^ff limpio. Después de añadir 1 mL de 
etanol al l00% se mezcló por inversión y se centrifugó durante 3 minutos a 13.000 
r.p.m. a temperatura ambiente. Se eliminó el sobrenadante, se secó el ADN en una 
bomba de vacío y se resuspendió en 20-100 µLde 1xTE. 
Extracción de ADN genómico de levaduras para su uso en técnicas de PCR 
("Polymerase C/iain Reuetion'^ 
Se partió de un cultivo de 5-10 mL en fase estacionaria. Se centrifugó a 3.000 
r.p.m. durante 5 minutos y se lavó el precipitado de células con agua estéril. A 
continuación se volvió a centrifugar y se resuspendieron las células en 1,5 mL de la 
solución A(50 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM EDTA, 0,3% (3-mercaptoetanol, 0,25-0,5 
mg/mL de liticasa), se agitó en el vo^7ex y se incubó 1 hora a 37°C. Posteriormente se 
añadieron 200 µL de SDS al l0%, se agitó en vortex, se le añadió 1 mL de acetato 
amónico 8 M y se volvió a agitar en vortex. Se incubó a -20°C durante 15 minutos y se 
centrifugó a I 5.000 r.p.m. a 4°C durante 15 minutos. Se recuperó el sobrenadante y se le 
añadió el mismo volumen de isopropanol, posteriormente se volvió a centrifugar en las 
mismas condiciones, se lavaron las células con etanol al 70%, se volvieron a centrifugar 
y se retiró el sobrenadante. EI ADN genómico precipitado se secó en una bomba de 
vacío y se resuspendió en 200 µL de 1xTE (10 mM Tris-HCI pH 7,5 y 1 mM EDTA). 
Para realizar una PCR de un volumen final de 100 µL se usaron 1-2 µL del ADN 
extraído. 
6.1.3. Extracción de ARN de levaduras 
La extracción de ARN total se realizó según el método de Zitomer y Hall (1976), 
el agua con la que se prepararon las soluciones fue previamente tratada con DEPC 
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(Dietil pirocarbonato) como describen Sambrook et al. (1989). Del mismo modo, todo 
el material empleado, tanto plástico como cristal, fue utilizado en condiciones estériles y 
previamente lavado con agua bidestilada tratada con DEPC al I% durante ?4 horas, con 
el fin de evitar posibles contaminaciones de RNAsas y esterilizado en autoclave para 
inactivar totalmente el DEPC. 
Se partió de cultivos de levaduras de 100 mL, crecidos en distintas condiciones 
hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm entre 0,6 y 0,8. Una vez alcanzada la 
densidad óptica requerida, los cultivos se pararon rápidamente en hielo para impedir la 
degradación del ARN y asegurar el cese del crecimiento y de la transcripción. Todos los 
procesos posteriores se realizaron en frío. 
La células se centrifugaron a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos, y se lavaron con 50 
mL de 1xRE (Tris-HCI 0,1 M, LiCI 0,1 M y EDTA 0,1 mM pH 7,5). En este punto, las 
células fueron utilizadas inmediatamente para la extracción o congeladas a-20°C 
durante no más de ^4 horas, para su posterior utilización. EI precipitado celular se 
resuspendió en I,5 mL de IxRE y se procedió a la rotura de las células por adición de 
perlas de vidrio de 2 mm de diámetro hasta aproximadamente ?/3 del volumen finaL Se 
realizaron 9-10 pulsos de agitación vigorosa en voĉ7ex de 20 segundos, alternados con 
incubaciones de 20 segundos en hielo, para impedir que la muestra se calentase por la 
fricción. 
A continuación se añadieron 2 mL de 1xRE con un I% de SDS, se mezcló bien 
y se realizaron las extracciones necesarias con 7,8 mL de PCIA saturado con IxRE para 
la eliminación de proteínas, agitando en vortex y centrifugando 10 minutos a 10.000 
r.p.m. para separar las fases. 
EI ARN contenido en la fase acuosa se precipitó con 2,3 volúmenes de etanol al 
95% y 1/10 del volumen de acetato sódico 3 M, incubando unas horas a-20°C. Se 
centrifugó a 10.000 r.p.m. durante 10 minutos y se lavó I-2 veces con etanol al 70%. 
Una vez seco al vacío, el ARN se resuspendió en agua tratada estéril fría y se congeló a 
80°C. 
6.1.4. Extracción de plásmido de levadura 
Método modificado de Adams e! al. (1997) 
Se empleó habitualmente para obtener altas concentraciones de ADN 
plasmídico, para ello las células de un cultivo de 5 mL, incubado durante toda la noche 
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a 30°C, se precipitaron a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos y se lavaron con sorbitol 1 M. 
Para preparar los protoplastos, las células se resuspendieron en 800 µL de una solución 
sorbitol 0,9 M, NaH^PO^ 50 mM pH 7,5 y mercaptoetanol 14 mM y se les añadieron 50 
µL de una solución 5 mg/mL de liticasa disuelta en agua. Se incubaron con este enzima 
durante 45 minutos a 30°C Tras la incubación se precipitaron las células, se descartó el 
sobrenadante y se añadieron 500 µL de EDTA 50 mM pH 8, SDS 0,3%; tras 
resuspender, se incubó a 65°C durante 20 minutos. Posteriormente, se añadió acetato 
potásico 3 M pH 4,8 y se incubó en hielo por espacio de 2 horas. 
Se centrifugó durante 5 minutos y se añadió al sobrenadante, que contiene el 
ADN, etanol hasta alcanzar un 40% del volumen. Se dejó precipitar durante 5 minutos a 
-20°C y se centrifugó durante otros 5 minutos. EI precipitado de ADN se lavó una o dos 
veces con etanol al 70%. Las muestras se secaron, se resuspendieron en 1 xTE ( l0 mM 
Tris-HCI pH 7,5 y I mM EDTA) y, para eliminar restos de proteína, se sometieron a las 
extracciones necesarias con PCIA y CIA según el procedimiento habitual. De nuevo se 
precipitó el ADN y una vez resuspendido en 1 xTE se utilizó para transformar E. coli. A 
partir de las colonias transformantes se preparó ADN plasmídico por las técnicas 
anteriormente descritas. 
Este método es aplicable a los plásmidos que son capaces de replicarse en 
bacterias y levaduras (vectores lanzadera). 
Extracción empleando perlas de vidrio 
Este método se empleó para obtener pequeñas cantidades de ADN plasmídico, 
para ello se partió de un cultivo de I,5 mL de levaduras transformadas creciendo en 
medio selectivo o también, en ocasiones, se partió directamente de masa celular 
equivalente tomada de una placa fresca. Para el primer caso se centrifugaron las células 
a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos, tras lo cual se resuspendieron en 100 µL de una 
solución 2,5 M LiCI,, 50 mM Tris-HCI pH 8, 4% Tritón X-100 y 62,5 mM EDTA. A 
continuación se les añadió a las células igual volumen de PCIA y 0,2 g de perlas de 
vidrio de 425-600 micrones, se agitaron vigorosamente en vortex durante 2 minutos y se 
centrifugaron a 14.000 r.p.m. durante I minuto. La fase acuosa se transfirió a un tubo 
Eppendorff limpio y se le añadió 100 µL de isopropanol y 10 µL de acetato sódico 3 M, 
se incubó durante 5 minutos en hielo y se centrifugó a 14.000 r.p.m. durante 10 
minutos. EI precipitado se lavó tres veces con etanol al 70% y finalmente se secó en una 
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bomba de vacío. EI ADN plasmídico se resuspendió en 5 µL de agua destilada y fue 
empleado para transformar bacterias de E. coli mediante electroporación para obtener 
un mayor número de transformantes. 
Extracción rápida 
Este método de Adams y et al. (1997) se empleó para obtener altas 
concentraciones de ADN plasmídico en poco tiempo, para ello se partió de un cultivo de 
células de 10 mL crecidas hasta saturación (1 noche o más). Se centrifugaron durante 5 
minutos a 4.000 r.p.m., se eliminó el sobrenadante, se resuspendieron las células en I 
mL de sorbitol 1M, Na,EDTA 0,1 M pH 7,5, se añadieron 50 µL de liticasa 10 mg/mL 
y se incubó a 37°C durante 60 minutos. A continuación se centrifugaron las células a 
5.000 r.p.m. durante 5 minutos, se eliminó el sobrenadante, se resuspendieron en I mL 
de Tris-HCI pH 7,4 50 mM, Na,EDTA 20 mM, se añadieron 50 µL de SDS al 20% y se 
incubó a 65°C durante 30 minutos. Posteriormente se añadieron 400 µL de acetato 
potásico SM, se mantuvo en hielo durante I hora y se centrifugó a 10.000 r.p.m. durante 
5 minutos. EI sobrenadante se repartió en dos tubos Eppendor^ a los cuales se les 
añadió 750 µL de isopropanol 100% a cada uno de ellos, se mezcló bien, se incubó a 
temperatura ambiente durante 5 minutos y se centrifugó 10-20 segundos a 13.000 r.p.m. 
Se descartó el sobrenadante y el ADN plasmídico resultante se secó en una bomba de 
vacío, resuspendiéndolo en 200 µL de 1 xTE (10 mM Tris-HCI pH 7,5 y I mM EDTA). 
Los 400 µL totales obtenidos se incubaron con 6 µL de RNAsa 50 mg/mL ( suministrada 
por ^uiagen) a 37°C durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo se añadieron 40 µL 
de acetato sódico 3M y para precipitar se añadieron 300 µL de isopropanol 100%. Se 
centrifugó a 13.000 r.p.m. durante 10-20 segundos. Se eliminó el sobrenadante, se secó 
el ADN plasmídico en una bomba de vacío y se resuspendió en 20-30 µL de I xTE. 
Antes de tratar este ADN con endonucleasas de restricción, fue necesario centrifugar la 
solución final a 13.000 r.p.m. durante 15 minutos para eliminar el material insoluble que 
podría inhibir la digestión. 
Extracción de alta eficacia 
Este método sólo se empleó en aquellos casos en los que no se pudo extraer 
ADN plasmídico por los métodos anteriormente descritos, pues este protocolo además 
de ser el más largo implica una incubación durante toda una noche. Para realizar este 
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protocolo se partió de un cultivo de 10 mL crecido en medio selectivo a 30°C durante 
toda la noche que se centrifugó a 4.000 r.p.m. durante 3 minutos. EI sobrenadante se 
descartó y se le añadió 5 mL de sorbitol 1 M, se agitó en vortex y se volvió a centrifugar 
en las mismas condiciones. EI sobrenadante se descartó, se añadieron 800 µL de 
solución de lisis (sorbitol 0,9 M, Na^HPO^ 50 mM pH 7,5 y 1 µL de 2-mercaptoetanol 
por cada mililitro de solución) preparada en el momento, se resuspendieron las células, 
se les añadieron 50-75 µL de liticasa 5-7,5 mg/mL, se agitó en vortex y se incubó a 
37°C en agitación durante al menos I hora y I S minutos. A continuación se 
centrifugaron las células a 4.000 r.p.m. durante 3 minutos, se descartó el sobrenadante, 
se resuspendió el precipitado en 500 µL de una solución EDTA 50 mM pH 8 y SDS 
0,3%, se agitó vigorosamente en vortex y se incubó durante 20 minutos sin agitación a 
65°C Transcurrido este tiempo se enfriaron las muestras en hielo durante 20 minutos, se 
les añadieron 100 µL de una solución (acetato potásico 5 M y 1 I,5% v/v de ácido 
acético glacial) y se incubaron en hielo durante 2 horas. A continuación se centrifugaron 
a 13.000 r.p.m. durante 5 minutos, se transfirió el sobrenadante a un tubo Eppendorff 
limpio, se añadieron 400 µL de etanol al 95% y se incubó durante 5 minutos a 
temperatura ambiente. Posteriormente se descartó el sobrenadante y se le añadió I mL 
de etanol al 70%, se agitó en vortex y se centrifugó durante 3 minutos a 13.000 r.p.m. EI 
sobrenadante se descartó y las muestras se secaron en una bomba de vacío. El ADN 
plasmídico se resuspendió en 400 µL de 1xTE (10 mM Tris-HCI pH 7,5 y 1 mM 
EDTA), se incubó a 65°C durante 5 minutos, se añadieron 400 µL de PCIA, se agitó en 
vortex y se centrifugó a 8.000 r.p.m. durante 3 minutos. La fase superior se transfirió a 
un tubo Eppendor^f^limpio, se añadieron 800 µL de etanol al 95% junto con 40 µL de 
acetato sódico 3 M, se agitó en vortex y se incubó a-20°C durante toda la noche. AI día 
siguiente se centrifugaron las muestras durante 20 minutos en frío a 13.000 r.p.m. EI 
precipitado se lavó con 1 mL de etanol al 70%, se agitó en vortex y se centrifugó 
durante 10 minutos a 13.000 r.p.m. en frío. EI ADN precipitado se secó en una bomba 
de vacío y se resuspendió en 10 µL de agua estéril (no se resuspendió en I xTE porque 
las sales que contiene dificultan la electroporación posterior). 
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6.2. Medida de la concentración de ácidos nucleicos 
6.2.1. Medida de la concentración del ADN 
Se tomaron 5 µL de la preparación de ADN, libre de ARN, y se Ilevaron a un 
volumen final de I mL con agua bidestilada. Se eligió siempre esta dilución para 
facilitar los cálculos posteriores pues de este modo el valor de absorbancia obtenido se 
multiplicó por un factor de 10 para expresar así la concentración en µg/µL. Las 
mediciones se efectuaron en un espectrofotómetro C'ecil C'E 20-1/ utilizando cubetas de 
cuarzo de I mL. Se midió la absorbancia de las muestras a dos longitudes de onda, 260 
y 280 nm. La concentración real se calculó estableciendo la equivalencia entre una 
unidad de A,^^y una concentración de 50 µg/mL de ADN de doble hebra. 
La relación A^^^, / A^R„ es un índice del grado de impurezas que contiene la 
muestra. La relación ideal se ajusta a un valor aproximado de 1,8 (Sambrook e[ a/., 
I 989). 
La concentración de aquellas muestras que contenían ARN fue estimada en geles 
de agarosa teñidos con bromuro de etidio, comparando la intensidad de fluorescencia de 
las bandas de las muestras con un marcador de concentración conocida. 
6.2.2. Medida de la concentración de ARN 
Las medidas de la concentración de ARN se realizaron del mismo modo que las 
de ADN, utilizando 4 µL de muestra Ilevados a 1 mL en agua bidestilada estéril y 
teniendo en cuenta que una unidad de A^« equivale a 40 µg/mL de ARN. La relación 
óptima A^^o/A,B^, toma, en este caso, un valor de 2(Sambrook et al., 1989). 
6.3. Modificación enzimática del ADN 
6.3.1. Digestión del ADN con endonucleasas de restricción 
EI ADN (plasmídico o lineal) fue digerido con endonucleasas de restricción 
suministradas por los proveedores habituales, Roche y New Eng/ancl Biolahs. Para cada 
enzima se utilizó el tampón y la temperatura recomendados por la casa comercial. Los 
tiempos de digestión variaron, según la cantidad de ADN a digerir, entre 2 y 4 horas. 
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6.3.2. Desfosforilación del ADN 
Esta técnica se empleó para eliminar los grupos fosfato 5'en vectores digeridos 
con endonucleasas de restricción, para evitar el autoligamiento. Para ello se trató el 
ADN con la enzima fosfatasa alcalina. 
La fosfatasa cataliza la eliminación de los extremos 5"-fosfato del ADN, ARN, 
rNTP y dNTP. En el tratamiento se utilizó I U de fosfatasa alcalina (Roche) junto con I 
µL del tampón lOx suministrado por la casa comercial, para un volumen final de 
digestión de 10 µL. Se incubó la mezcla durante 1 hora a 37°C y, transcurrido ese 
tiempo, la fosfatasa se inactivó por calor a 75°C durante 10 minutos, añadiéndole 
previamente 10 µL de EGTA 0, I mM. 
Tras la inactivación, se realizó una extracción con un volumen de PCIA, tras lo 
cual el ADN se precipitó con dos volúmenes de etanol al 95% y I/10 del volumen de 
acetato sódico 3 M y se lavó con etanol al 70%. Se secó al vacío y se resuspendió en 
agua bidestilada. 
Con este mismo propósito se empleó también una fosfatasa alcalina procedente 
de una especie de camarón, suministrada también por Roche. Esta enzima presentó una 
gran ventaja con respecto a la anterior pues no necesitó un paso posterior de 
purificación, por tanto el vector desfosforilado se empleó directamente para la reacción 
de ligamiento. Para este último caso a 7 µL de la digestión del vector se le añadieron 0,9 
µL del tampón IOx suministrado por la casa comercial y I µL de la fosfatasa alcalina. 
Se incubó durante 10 minutos a 37°C para desfosforilar extremos cohesivos y 1 hora a 
37°C para desfosforilar extremos romos. Posteriormente se inactivó la enzima durante 
15 minutos a 65°C y se utilizó directamente y sin purificar para la reacción de 
ligamiento. 
6.3.3. Ligamiento de fragmentos de ADN 
Se emplearon la ADN ligasa T{ de Roc•he y de GibcoBRL con el tampón 
suministrado con la enzima. Los ligamientos se realizaron en un volumen de 10 µL 
añadiendo un volumen variable de ADN (generalmente una proporción 1:10 de vector e 
inserto a clonar) y 1 U de ligasa. Se incubó 2-4 horas a temperatura ambiente o toda la 
noche a 4°C cuando el ligamiento era de extremos cohesivos. Cuando el ligamiento era 
de extremos romos se incubó a 14-18°C toda la noche. 
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Para clonar productos de PC'R se empleó el kit comercial pGEM-T Eust^ ^ector 
Si^stem de Pi•omega. EI ligamiento se realizó en un volumen final de 10 µL, añadiendo 3 
µL del producto de la PCR, 5 µL del ^•apid tampón 2x de la ADN ligasa Ta, I µL del 
vector pGEM-T Easy (50 ng/µL) y IµL de la ADN ligasa Ta (3U/µL). Se mezcló la 
reacción con la micropipeta y se dejó incubar durante toda la noche a 4°C si el 
ligamiento era de extremos cohesivos, a 14°C si era de extremos romos o a temperatura 
ambiente durante I hora independientemente de que fuesen extremos romos o 
cohesivos. Como el vector posee el gen lac Z que codifica para la R-galactosidasa de E. 
coli, cuando se clona el inserto se interrumpe el gen y por tanto, sólo las colonias de 
color blanco que aparezcan en las placas de transformación (placas LBA suplementadas 
con el substrato cromogénico X-Gal y el inductor IPTG del gen IacZ ) serán las que 
contengan nuestro producto de PCR clonado. 
6.3.4. Aislamiento de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa 
Los fragmentos de restricción de ADN plasmídico generados por digestión con 
endonucleasas fueron aislados individualmente y purificados empleando cualquiera de 
los siguientes kits comerciales: 
• EI kit "Gene-Clean" ( B[0-100), basado en una matriz de sílice denominada 
gluss-milk'^'a la que se adhiere el ADN y no otros contaminantes, que se extraen 
mediante un proceso de lavados sucesivos con una solución de cloruro sódico, etanol y 
agua (Neiv Wash^'^). 
Para ello, una vez digerido el ADN se hizo migrar en un gel de agarosa al 0,7­
I%y tras la tinción, se cortó la banda del gel correspondiente al fragmento de ADN que 
se pretendía aislar, usando cuchilla estéril y guantes. A continuación se disolvió el trozo 
de gel que contenía el ADN en una solución de INa 6 M a 55°C, se añadió el Klass-milk 
y se incubó durante 5 minutos en hielo. Seguidamente se centrifugó para precipitar el 
complejo glass-milk-ADN y éste se sometió a sucesivos lavados con la disolución Neiti^ 
Wash, para eliminar los restos de gel. Para liberar el ADN de la matriz se incubó a 55°C 
en agua bidestilada estéril y posteriormente se centrifugó a 13.000 r.p.m., recogiendo el 
sobrenadante. 
(1) Glass-milk: conservado a 4°C. 
(2) New Wasli: conservado a -20°C. 
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• EI kit Ultrafree-DA de Millipore, basado en una columna que consta de un 
nebulizador que rompe la agarosa en trozos muy pequeños, una membrana que purifica 
el ADN y un tubo Eppendorff'en el que se recoge el ADN purificado. 
Para ello, una vez digerido el ADN se hizo migrar en un gel de agarosa al 0,7-1% 
preparado en un tampón TAE modificado (40 mM Tris-acetato pH 8,0, 0, I mM 
Na^EDTA), siendo este mismo tampón el empleado para Ilevar a cabo la electroforesis. 
Tras la tinción del gel con bromuro de etidio, se cortó la banda del gel correspondiente 
al fragmento de ADN que se pretendía aislar, usando cuchilla estéril y guantes. A 
continuación se introdujo la banda del gel en el nebulizador de la columna, se cerró el 
tubo Eppendorff y se centrifugó a 9.000 r.p.m. durante 10 min. La centrifugación hizo 
pasar a la agarosa a través del gel nebulizador convirtiéndola en finos hilos. EI ADN se 
purificó a su paso por la membrana y se recogió en el tubo Eppendor^f'resuspendido en 
el tampón de electroforesis. 
EI hecho de que en este kit se emplease un tampón TAE modificado es debido a 
que: 
a.- EI tampón TBE (empleado habitualmente) inhibe reacciones de 
secuenciación de ADN mientras que el TAE modificado no. 
b.- EI tampón TAE modificado tiene 0,1 mM de Na,EDTA mientras que el 
tampón TAE normal tiene 1 mM de Na,EDTA. EI EDTA a una concentración de 0,1 
mM Na^ no interfiere ni con la concentración de magnesio en las reacciones de 
secuenciación ni con otros tratamientos enzimáticos, algunos de los cuales son 
dependientes del magnesio. 
6.3.5. Amplificación del ADN mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(PCR) 
EI principio de la PCR se basa en utilizar de manera repetitiva una de las 
propiedades de las ADN polimerasas: la capacidad de sintetizar una hebra 
complementaria de ADN a partir de un iniciador o ADN cebador y un molde de hebra 
simple. 
La Taq ADN polimerasa (GibcoBRL, Roche o Perkin Elmer) fue aislada 
originalmente de Thermus aquatictrs. Tiene una actividad polimerasa 5"^3" y carece de 
actividad exonucleasa 3'^5". Es estable en incubaciones prolongadas a elevadas 
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temperaturas y puede, por tanto, ser empleada para ampliticar fragmentos de ADN 
mediante reacciones en cadena de la polimerasa (PCR). Tras la síntesis deja extremos 
cohesivos en el fragmento de ADN amplificado. 
La Pwo ADN polimerasa (Roche) se aisló originalmente de la archaebacteria 
Pyrococct^s woesei. Posee actividad polimerasa 5"^3" y actividad exonucleasa 3"-^5" 
por lo que se usa para amplificar fragmentos de ADN mediante PC'R. Esta polimerasa 
posee una fidelidad 10 veces mayor que la Tay polimerasa. Esta polimerización deja 
extremos romos. 
La Vent ADN polimerasa ( Neiv England Biolabs) se aisló de The^mococcus 
litoralis, posee actividad polimerasa 5"-^3" y actividad exonucleasa 3'^5" por lo que 
se usa para amplificar fragmentos de ADN mediante PC'R. Esta polimerasa posee, según 
sus proveedores, una fidelidad de entre 10 y IS veces mayor que la Taq polimerasa 
además de ser unas 5 veces más estable a altas temperaturas. 
La amplificación del ADN por PCR fue realizada en un termociclador Gene 
C'ycler ^^'^ de Bio-Rad o GeneAmp PCR System Z,t00 de Perkin Elmer; este instrumento 
que proporciona automáticamente variaciones rápidas y cíclicas de temperatura se 
programó para realizar 30 ciclos de amplificación. 
En teoría, después de 20 ciclos, una molécula de ADN se amplifica alrededor de 
un millón de veces, pero en la práctica, la amplificación no es exponencial, 
especialmente después de 20 ciclos, debido al consumo parcial de los cebadores y a una 
cierta desnaturalización térmica de la Tag, Vent o Piro polimerasa. 
Se mezclaron 20 ng de ADN molde ( evitando contaminar la reacción con ADN 
extraño que también podría amplificarse) con otros componentes de la reacción que 
vienen descritos a continuación. 
Mezcla de reacción de la PCR 
Cebador 1(sintetizado por Roche) 30 pmol 
Cebador 2(sintetizado por Roche) 30 pmol 
dNTPs (desoxi-nucleósidos trifosfato) (Roche) 25 mM 
Tampón lOx (Tris-HCI 10 mM pH 8,3, KCI 50 mM)(Roche) 1/IOV^ 
Taq, Vent o Pwo polimerasa (Roche) 2U 
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Programación de la PCR 
• 1 ciclo ^? min. a 94°C (desnaturalización inicial). 
Adición de la ADN polimerasa a la mezcla de reacción. 
•­ 30 ciclos ^ 30 seg. a 94°C (desnaturalización). 
30 seg. a 50°C (hibridación). 
2 min. a 72°C (elongación). 
• I ciclo -^ 2 min. a 72°C (elongación final) 
• Enfriamiento de las muestras a 4°C. 
La temperatura de hibridación varió según los cebadores empleados en cada 
reacción de PCR. Durante la hibridación a 50°C el 90% de los cebadores se unen al 
ADN molde. La duración de la fase de alargamiento (72°C) en el último ciclo se 
extendió a 2 minutos para darle tiempo a la Taq, Vent o a la Px^o polimerasa de finalizar 
la síntesis de todos los fragmentos. 
Tras la finalización de la PCR, se comprobó el ADN obtenido en un gel de 
agarosa al 0,7%. 
Purificación del ADN amplificado por PCR 
EI ADN amplificado mediante la PCR fue purificado antes de ser utilizado para 
otras aplicaciones. Esta purificación permitió no solo la concentración de la muestra 
sino también la eliminación de los cebadores y los dNTPs no incorporados. Para ello se 
utilizó el kit comercial Microcon-PCR de Millipore. 
La muestra se Ilevó con agua o tampón TE ( l0 mM Tris-HCI pH 7,5 y 1 mM 
EDTA) a un volumen final máximo de 0,5 mL. Se introdujo en el depósito de la 
columna ( sin tocar la membrana con la punta de la micropipeta) y se centrifugó a 4.000 
r.p.m. durante I S minutos. A continuación se retiró el sobrenadante, se añadieron 20 µL 
de agua destilada o tampón TE muy cuidadosamente, se invirtió el depósito en donde 
habíamos introducido la muestra y se colocó en un tubo Eppendorff limpio que se 
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PCR a partir de células enteras de levadura 
Las levaduras a analizar crecieron en placa durante uno o dos días. Transcurrido 
este tiempo se recogió una pequeña cantidad de células con la ayuda de un palillo 
estéril, se mezclaron con 50 µL de una solución de liticasa (20 U/mL) en tubos de 0,? 
mL y se dejaron a temperatura ambiente durante 10 minutos para que actuase la enzima. 
A continuación se centrifugaron a 5000 r.p.m. durante 2-3 minutos, se descartó el 
sobrenadante ( con mucho cuidado) y las células se desnaturalizaron a 94°(' durante 10 
minutos antes de enfriarlas rápidamente en hielo durante 5 minutos. Posteriormente se 
añadió la mezcla de PCR (tampón I Ox, dNTPs, cebadores, magnesio, Tuy, Vent o Ptivo 
polimerasa y agua destilada hasta un volumen final de 50 µL), se agitaron en vo^7ex y se 
metieron en el termociclador. Una vez transcurrida la PC'R, se centrifugaron a 5000 
r.p.m. durante 2-3 minutos, se pasó el sobrenadante a un tubo limpio y se cargaron entre 
5-10 µL en un gel de agarosa al 0,7%. 
6.4. Métodos de transformación 
6.4.1. Transformación de bacterias (E. coli) 
Se utilizaron dos técnicas para transformar células de E. coli. Las líneas JM 101, 
JM109 y HBI01 se transformaron utilizando un método basado en la inducción de 
"competencia" mediante tratamiento con cloruro cálcico (Cohen et al., 1972); mientras 
que para transformar las líneas DH-Sa y XII-Blue se empleó una técnica basada en la 
inducción de "competencia" por tratamiento con cloruro de rubidio (Kushner, 1978). 
Todas las soluciones y el material se utilizaron fríos y estériles. 
Método de transformación con cloruro cálcico (Cohen et «/., 1972) 
Preparación de células competentes 
Con este procedimiento se prepararon las células competentes de las cepas 
JMI01, JM109 y HBIOI. Se partió de un cultivo de 100 mL de YT inoculado con I mL 
de un cultivo fresco previo. Se dejó crecer hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm 
de 0,6 (2-3 horas). Se recolectaron las células centrifugando a 5.000 r.p.m. durante 5 
minutos a 4°C, se lavaron en 50 mL de NaCI 10 mM frío, se volvieron a centrifugar, se 
resuspendieron en 50 mL de CI,Ca 100 mM frío y se incubaron en hielo durante 20 
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minutos. Este tratamiento las induce a un estado de "competencia" transitorio, durante 
el cual las células son capaces de captar ADN. Tras una centrifugación a 5.000 r.p.m. se 
resuspendieron en 3 mL de CI,Ca 100 mM. Para conservar las células congeladas a 
-80°C se añadió igual volumen de una disolución de glicerol al 30% en CI^Ca 100 mM 
y se repartieron en alícuotas. 
Transformación 
En el momento de la transformación, 100 µL de células competentes recién 
descongeladas se incubaron en hielo con 400 µL de CI^Ca 100 mM y l-2 µg del ADN 
transformante. AI cabo de 30 minutos, las células fueron sometidas a un choque térmico 
a 42°C durante 2 minutos, tras lo cual se añadió 1 mL de medio LB y se incubaron a 
37°C durante 60 minutos antes de sembrarlas en placas selectivas con ampicilina para 
obtener colonias aisladas, o en placas con X-Gal si queremos seleccionar clones 
recombinantes en vectores con !uc Z. 
Método de transformación con cloruro de rubidio (Kushner, 1978) 
Preparación de células competentes 
Se utilizó este protocolo para las cepas DHSa y Xll-Blue. Las células se 
cultivaron en 100 mL de medio SOC hasta que alcanzaron una densidad óptica a 600 
nm de 0,6 (a las 3 horas aproximadamente), momento en el que se paró el crecimiento 
enfriando el matraz en hielo durante unos 10 minutos. A continuación se centrifugaron a 
4°C a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos. AI sedimento celular se le añadieron 30 mL del 
tampón TfB-I en frío. Se volvió a centrifugar, se resuspendieron las células en 4 mL de 
tampón TfB-2 y se repartieron en alícuotas en tubos Eppendoi ff para congelarlas a 
-80°C. 
Preparación de las soluciones: 
TfB- I: Conservar a 4°C 
CI^Rb 100 mM 
CI^Mn 50 mM 
Acetato potásico 30 mM 
CI^Ca 75 mM 
Glicerol I S% 
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Se ajusta a pH 5,8 con ácido acético diluido. No se esteriliza en autoclave, se 
filtra a través de membranas de acetato de celulosa (0,20 µm) suministradas por la casa 
comercial hvaki. 
Tf6-2: Conservada a 4°C 
MOPS pH 7 10 mM (Se ajusta el pH con NaOH SN) 
CI^Rb 10 mM 
CI^Ca 75 mM 
Glicerol I S% 
No se esteriliza en autoclave, se filtra igual que la solución anterior. 
"I'ransformación 
Se descongeló una alícuota de 100 µL de células competentes y se añadió I-2 µg 
de ADN plasmídico. Se incubó ?0 minutos en hielo y se le dio un choque térmico a 
42°C durante 90 segundos, tras los cuales se incubó 3 minutos en hielo. A continuación 
se añadieron 400 µL de medio LB y se incubó durante I hora a 37°C. Las células 
transformadas se centrifugaron a 3.000 r.p.m. y se sembraron en placas selectivas. 
Transformación de bacterias por electroporación 
Preparación de células competentes 
Un litro de células crecido en medio YT a una densidad óptica a 600 nm de 0,6 
(4-5 horas aproximadamente) se centrifugó durante 5 minutos a 5.000 r.p.m. para 
recoger la masa celular. Posteriormente se lavaron dos veces con agua estéril fría y una 
vez con glicerol al 10%. Finalmente se resuspendió en 2 mL de glicerol al 10% y se 
repartieron en alícuotas que se congelaron a-80°C. 
Electroporación 
Se utilizó el Gene PtrLser® // de la casa comercial Bio-Rad. En una cubeta de 
electroporación estéril y fría de 0,? cm (EQUIBIO) con una capacidad de I mL se 
añadieron 40 µL de células competentes y lµL de ADN transformante. Se sometieron a 
un pulso de 1,5 kV a 50 µF y 150 S2 de resistencia. Inmediatamente se añadió I mL de 
YT y se transfirió a un Eppendorff estéril y se incubó I hora a 37°C. Posteriormente se 
centrifugó a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos, se resuspendieron las células en 100 µL de 
YT, se sembraron en placas con ampicilina y se incubaron a 37°C durante toda la noche. 
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6.4.2. Transformación de levaduras 
Transformación de levaduras por el método de Klebe (Klebe et al., 1983) 
Este método se basa en la inducción de la transformación por tratamiento con 
polietilenglicol. Un cultivo de 10 mL de células de levadura a una densidad óptica a 600 
nm de aproximadamente 0,6 se sedimentó por centrifugación durante 5 minutos a 4.000 
r.p.m. y se lavó el precipitado con 5 mL de solución A. Las células se resuspendieron en 
0,2 mL de esta solución, a continuación se congelaron en nieve carbónica por espacio de 
10-IS minutos, en este tiempo se les añadió el ADN plasmídico transformante en un 
volumen de 50 µL; posteriormente fueron sometidas durante 5 minutos a un choque 
térmico a 37°C con agitación intensa. Pasado este tiempo, se añadieron I,5 mL de 
solución B y se incubaron en este medio a 30°C durante I hora, tras lo cual se 
centrifugaron y lavaron en I,5 mL de solución C. Las células se sembraron en placas 
selectivas adecuadas. 
Preparación de las soluciones: 
Solución A: Conservada a 4°C 
Sorbitol 1 M 
Bicina 10 mM 
Etilénglicol 3% 
KCI 1,25 M 
CI^Ca pH 8,35 30 mM 
Dimetilsulfóxido 5% 
Solución B: Conservada a -20°C 
Polietilénglicol-1000 40% 
Bicina pH 8,35 200 mM 
Solución C: Conservada a 4°C 
NaCI 0,15 M 
Bicina pH 8,35 10 mM 
Transformación de levaduras por el método de Ito (Ito et al., 1983) 
Se basa en el tratamiento de las células con sales de litio. Un cultivo de 10 mL 
de células de levadura con una densidad óptica a 600 nm de aproximadamente 0,6 se 
precipitó por centrifugación durante 5 minutos a 4.000 r.p.m. y se lavó el botón celular 
yo
 
MA^ff:RIALI[S Y ME"I^OI)O^ti 
con 5 mL de acetato de litio 0,1 M. Tras una nueva centrifugación se resuspendieron las 
células en 100 µL de acetato de litio 0, I M y se incubó a 30°C durante I hora. Se 
añadieron 5 mL de ADN de salmón 10 mg/mL desnaturalizado ( carrier) junto con el 
ADN transformante y se incubó la mezcla a 30°C durante 30 minutos. Se añadieron 0,7 
mL de una mezcla con PEG al 44% y I/10 de acetato de litio 0,1 M y se realizó una 
nueva incubación durante I hora a 30°C. EI siguiente paso consistió en la inducción de 
un choque térmico sometiendo las células a 42°C durante 10 minutos. Tras el choque 
térmico se centrifugó y se lavó con I mL de I xTE (10 mM Tris-HCI pH 7,5 y I mM 
EDTA). Se volvió a centrifugar, se resuspendió el botón celular en 400 µL de IxTE pH 
7,5 y se sembró en placas selectivas adecuadas. 
Transformación de S. cerevfsiae por electroporación (Ausubel el al., 1995) 
Preparación de células competentes 
Medio litro de células crecido en medio YPD a una densidad óptica a 600 nm de 
1,3-I,5 se centrifugó durante 5 minutos a 5.000 r.p.m. a 4°C y se resuspendió en 80 mL 
de agua destilada estéril fría. Para incrementar la electrocompetencia se incubaron con 
10 mL de I OxTE (100 mM Tris-HCI pH 7,5 y 10 mM EDTA) y 10 mL de acetato de 
litio I M pH 7,5 durante 45 minutos a 30°C y agitación suave. Posteriormente se 
añadieron 2,5 mL de DTT (Ditiotreitol) I M y se incubó I S minutos a 30°C AI finalizar 
la incubación se diluyó la suspensión celular con 400 mL de agua destilada estéril fría y 
se centrifugó a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos. Se hizo un segundo lavado con 250 mL 
de agua destilada, se centrifugó y se resuspendió el botón celular en 20 mL de sorbitol I 
M frío. Tras una última centrifugación, se resuspendió en 0,5 mL de sorbitol I M frío. 
Electroporación
 
Se utilizó el Gene Ptdse^•® // de la casa comercial Bin-Rad. En una cubeta de 
electroporación estéril y fría de 0,2 cm (EQUlBIO) con una capacidad de I mL se 
añadieron 40 µL de células y 100 ng de ADN. Se sometieron a un pulso de 1,5 kV a 25 
µF y 200 S2 de resistencia. [nmediatamente se añadió 1 mL de Sorbitol I M frío y se 
sembró en placas selectivas conteniendo sorbitol 1 M, el cual actúa como protector 
osmótico, aumentando la supervivencia de las levaduras transformadas. 
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Método de alta eficiencia para la transformación de K. lactis 
Preparación de células competentes 
Las células competentes de K. lactis se prepararon según Gietz y Woods (1994). 
Se inocularon 5 mL de medio de cultivo YPD al 0,5% para iniciar un precultivo a partir 
de una colonia aislada y se incubó toda la noche a 30°C en agitación. AI día siguiente se 
determinó la densidad óptica a 600 nm del cultivo y, a partir de él, se inoculó un nuevo 
cultivo de tal forma que su densidad óptica a 600 nm fuese de 0,1. Cuando el cultivo 
Ilegó a una densidad óptica de 0,6, después de aproximadamente 6 horas (aunque puede 
variar dependiendo de la cepa de K. lactis que se utilice), se centrifugaron las células a 
3.500 r.p.m. durante 5 minutos. EI precipitado se resuspendió en 1 mL de agua destilada 
estéril y se transfirió a un tubo Eppendo^^f^^estériL Las células se volvieron a centrifugar 
y se resuspendieron en acetato de litio 100 mM. Una vez resuspendidas, las células 
fueron incubadas a 30°C durante 30 minutos sin agitación. 
Transformación 
Tras la preparación de las células competentes, se Ilevó a cabo la transformación 
añadiendo 5 µL de ADN de salmón (10 mg/mL), previamente desnaturalizado durante 
10 minutos a 95°C, y 1-5 µg de ADN plasmídico lineal, a cada tubo Eppendorff^que 
contenía 50 µL de células competentes. Se mezcló bien y se incubó a 30°C durante 30 
minutos sin agitación. Transcurrido este tiempo, se añadieron 300 µL de una disolución 
de acetato de litio 100 mM y PEG-3.350 al 40%, preparada en el momento a partir de 
acetato de litio I M y PEG-3.350 al 50% ( p/v). Se mezcló bien y se incubaron las células 
a 30°C durante 30 minutos sin agitación antes de proceder a un choque térmico a 42°C 
durante 20 minutos. Las células se centrifugaron a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos en 
una microcentrífuga, se descartó el sobrenadante de PEG/acetato de litio y las células se 
resuspendieron en 2 mL de medio selectivo líquido, para un periodo de recuperación de 
1,5-2 horas a 30°C en agitación antes de sembrarlas en placas selectivas. 
Método para la transformación de K. lactis por electroporación 
Pre^aración de células competentes 
Se partió de un cultivo de 100 mL en medio completo. Cuando las células 
alcanzaron la fase estacionaria o lo que es lo mismo, cuando la densidad celular fue de 
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10^ células/mL se recogieron mediante centrifugación a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos. 
Las células se lavaron con tampón de electroporación (Tris-HCI pH 7,5 10 mM, 
sacarosa 270 mM y MgCI^ 1 mM), se resuspendieron en 1/10 de medio completo 
conteniendo DTT 25 mM y HEPES 20 mM y se incubaron a 30°C durante 30 minutos. 
Una vez transcurrido este tiempo, las células se lavaron con tampón de electroporación 
y se resuspendieron en 1 mL de este tampón. Posteriormente se añadieron 2-4 µL de 
ADN (100-200 ng) a 100 µL de células. 
Electroporación 
Se utilizó el Gene Pulser I/ de la casa comercial Bro-Rad. En una cubeta de 
electroporación fría de 0,2 cro se añadieron los 100 µL de células conteniendo el ADN. 
Se sometieron a un pulso de 0,25 kV a 25 µF y 200 S2 de resistencia durante 20 mseg. 
Inmediatamente se añadió I mL de medio completo frío y se recuperaron las células 
durante I hora a 30°C Posteriormente se sembraron en medios selectivos. 
Método de transformación de levadura en fase estacionaria "ONE STEP" (Chen et 
a/., 1992b) 
Las células se crecieron en YPD hasta que el cultivo Ilegó a la fase estacionaria, 
aproximadamente 2x10g células/mL. Se centrifugan 250 µL del cultivo y se 
resuspenden en un volumen final de 100 µL de tampón One Step (0,2M Acetato de 
Litio, PEG 3350 40%, 100 mM Ditiotreitol), siempre teniendo en cuenta la cantidad de 
ADN que se va a añadir posteriormente. A continuación se añadieron entre 50 ng y 1 µg 
de plásmido y entre 5 µg y 50 µg de ADN de esperma de salmón. La mezcla se incubó a 
45°C durante 30 minutos y se sembró en placas selectivas. 
Método para la transformación de Suc•cliaromyces cerevisiue con una genoteca 
Preparación de células competentes 
Se partió de un cultivo de 100 mL que se dejó crecer durante toda la noche hasta 
que alcanzó una densidad óptica a 600 nm de aproximadamente 0,6. Las células se 
centrifugaron a 5.000 r.p.m, durante 5 minutos, se lavaron con agua destilada estéril y se 
resuspendieron en I mL de agua para pasarlas a un tubo Eppendorrf. Las células se 
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centrifugaron y se lavaron con una solución de IxTE (10 mM Tris-HCI pH 7,5 y I mM 
EDTA) y acetato de litio que se preparó en el momento a partir de las siguientes 
soluciones frescas: 
- IOxTE (100 mM Tris-HCI pH 7,5 y 10 mM EDTA) 
- acetato de litio 1 M a pH 7.5 ajustado con ácido acético 
posteriormente, las células se resuspendieron en 300-1000 µL de la solución anterior (en 
función de la cantidad de células) y se incubaron a 30°C durante 30 minutos en 
agitación. 
Transformación 
Para cada transformación se mezclaron 100 µL de células, 50-70 µg de ADN de 
la genoteca y la misma cantidad de ADN carrier (ADN de salmón sonicado) y se 
dejaron en agitación durante 30 minutos a 30°C Posteriormente se añadieron 700 µL de 
PEG-4000 al 50%, se mezcló suavemente y se volvió a incubar en agitación a 30°C 
durante 30 minutos Transcurrido este tiempo se pasó a un baño a 42°C durante IS 
minutos Las células se centrifugaron, se lavaron con agua destilada estéril ó 1xTE (10 
mM Tris-HCI pH 7,5 y I mM EDTA) y se resuspendieron en un volumen final 
adecuado para su siembra en placas selectivas. 
En las transformaciones tanto de bacterias como de levaduras, se realizó una 
transformación sin ADN transformante, como control negativo. 
Método para transformar Kluyveromyces mar.rianus mediante el acetato de litio 
(Antunes et nl., 2000) 
Este método se ha empleado para transformar Klaryveromyces lactis. Las células 
crecieron en medio completo (medioYPD) durante toda la noche, se recogieron 1,5 mL 
del cultivo y se centrifugó. Las células se lavaron con agua destilada estéril y se 
resuspendieron en 20 µL (200 µg) de ADN monocatenario de esperma de salmón, el 
ADN con el que se desea transformar resuspendido en el menor volumen posible, 0,4 
mL de la solución PEG (40% de PEG 4000, acetato de litio 0,1 M, Tris-HCI pH 7,5 10 
mM y EDTA I mM) y DTT a una concentración final de 10 mM. La mezcla se incubó 
durante 15 minutos a temperatura ambiente y se sometió a un choque térmico de 47°C 
durante IS minutos. Finalmente las células se centrifugaron y se resuspendieron en I 
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mL de agua destilada estéril antes de resembrarlas en placas selectivas (200 µL de 
células por placa). 
6.5. Eliminación de plásmidos a partir de células de levadura 
Se inocularon varias colonias aisladas de la cepa de levadura que portaba el 
plásmido en alicuotas individuales de 10 mL de medio no selectivo y se crecieron 
durante toda la noche a 30°C. AI día siguiente se sembró para obtener colonias aisladas 
en medio no selectivo y se incubaron las placas durante 2 días a 30°C Se examinaron 
aproximadamente entre 200 y 300 colonias aisladas. Se hizo una réplica en placas 
selectivas que son las que iban a identificar aquellas colonias que no portaban el 
plásmido (pues no Ilevaban el marcador de selección y por tanto no crecían en medio 
selectivo). Las placas se incubaron a 30°C durante toda la noche. Las colonias que 
crecieron en el medio completo (no selectivo) pero no crecieron en el medio selectivo 
habían perdido el plásmido. 
6.6. Replicado de placas (Replica plntting; Miller, 1992) 
Este procedimiento requiere un bloque de réplica que generalmente suele ser un 
cilindro de madera o metálico y terciopelos estériles. EI bloque debe encajar 
perfectamente dentro de la placa Petri. Además, se precisa de un aro metálico que se 
utiliza para asegurar los terciopelos encima del bloque. Los terciopelos se deben cortar 
en cuadrados y tienen que cubrir totalmente la base (generalmente un diámetro de 14 
cm). Los terciopelos se pueden lavar, esterilizar en autoclave y reutilizac Para poder 
realizar este procedimiento es necesario que las colonias de las placas estén bien 
separadas. En primer lugar se coloca la placa con las colonias a replicar sobre el 
terciopelo (sin presionar, sólo apoyándola), a continuación se retira y en su lugar se 
coloca una placa fresca repitiendo el mismo procedimiento y se deja la placa Petri 
incubando el tiempo necesario. 
6.7. Preparación de extractos proteicos de levaduras 
Se partió de un cultivo de 200 mL en el medio apropiado para cada caso. Cuando 
éste Ilegó a una densidad óptica a 600 nm próxima a 2-3 se paró el cultivo. Las células 
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se recogieron mediante precipitación a 7.000 r.p.m. durante 10 minutos y a 4°C. A 
continuación se pesaron las células, se lavaron una vez con agua destilada fría y una vez 
con tampón de lisis ( 50 mM k^HPO^, 10 mM R-mercaptoetanol y 2 mM de PMSF 
(Phenylmethyl sidTonil fhioride)) según Compagno et al., (1993b). Las células se 
resuspendieron en tampón de lisis, añadiendo 1 mL de tampón por gramo de células. Las 
células se rompieron usando diferentes procedimientos: 
I.­ Mediante agitación vigorosa con vortex durante pulsos de 20 segundos y 
pausas de otros 20 segundos en hielo y añadiendo 0,2 g. de perlas de vidrio 
de 425-600 micrones. 
2.­ Utilizando un dismembrator a 2.000 r.p.m. durante 2 min. 
Tras finalizar la rotura mecánica, se centrifugaron las células a 8.000 r.p.m. 
durante 15 minutos y a 4°C EI sobrenadante se congeló en N, líquido en alicuotas de 
500 µL y se guardó a-80°C hasta su utilización. Estos extractos proteicos de levadura 
se utilizaron para la determinación de la concentración de proteína total del extracto por 
el método de Bradford (1976) y para la determinación de la actividad aldolasa según 
Richards y Rutter (1961). 
6.8. Técnicas electroforéticas 
6.8.1. Electroforesis de ADN en geles de agarosa 
Geles no desnaturalizantes 
La agarosa en solución acuosa, fundida y posteriormente enfriada, genera un gel 
por formación de puentes de hidrógeno. Los geles de agarosa no desnaturalizantes se 
utilizaron para la separación de fragmentos de ADN generados por digestión con 
endonucleasas de restricción, comprobación de nuevas construcciones y productos de 
PCR y purificación de fragmentos concretos por rescate a partir del gel. 
Los geles se prepararon con agarosa entre un 0,7 y 2% en tampón 1 xTAE, 
dependiendo del tamaño molecular de los fragmentos a separar, según describen 
Sambrook et a1. (1989). Tras añadir a las muestras 1/10 del volumen de azul de carga, 
éstas se cargaron con el gel sumergido en el tampón de electroforesis (1 xTAE). Las 
electroforesis se efectuaron a 50-100 V por espacio de 1-4 horas dependiendo del 
tamaño y concentración del gel y del tamaño de los fragmentos a separar. Para 
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determinar el peso molecular de los distintos fragmentos, se hicieron migrar al mismo 
tiempo que las muestras marcadores de pesos moleculares. 
I xTAE: 
Tris 0,04 M 
EDTA 1 mM 
Acetato sódico 20 mM 
Ácido acético 30 mM 
Azul de carga: 
H^O ó I xTAE 7 mL 
Glicerol 3 mL 
Azul de bromofenol 2,5 mg 
Xilen-cianol 2,5 mg 
Geles desnaturalizantes 
La separación del ARN en función de su tamaño requiere la utilización de 
agentes desnaturalizantes como el formaldehído, así como una mayor concentración de 
agarosa. (Véase gel de agarosa de Northern blot). 
Tinción de geles de agarosa y visualización de las muestras 
Los geles se tiñeron por inmersión en una disolución de agua destilada (tratada 
con DEPC, en el caso de geles de ARN) o en tampón de electroforesis con 0,01% (v/v) 
de una disolución stoc•k de bromuro de etidio 5 mg/mL durante 5-10 minutos. 
Posteriormente, se destiñeron en agua destilada durante otros 5 minutos. 
Las muestras se visualizaron exponiendo los geles a la luz UV en un 
transiluminador VrJber Lo:u•mat TFX-?OM. EI bromuro de etidio es un fluorocromo 
intercalante que se une específicamente al ADN o ARN y, por tanto, permite la 
visualización de estos ácidos nucleicos al UV. Esta tinción no daña excesivamente el 
ADN y permite la escisión de las bandas del gel para su posterior purificación, además 
de permitirnos en algunos casos hacer una primera valoración de la homogeneidad de 
carga entre los distintos pocillos. 
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6.8.2. Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida (PAG^ 
Celes desnaturalizantes SDS-PAGE 
Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida a una concentración fija 
de acrilamida del 10% siguiendo el método descrito por Laemmli et al., (1970). Se 
utilizó la célula de electroforesis Mini Protean // de Bio-Rad. Los geles separador y 
concentrador se prepararon según el siguiente esquema (tabla MS). 
Tabla ^IS: Composición de los geles desnaturalizantes SDS-P.-IGE de prateinas. 
® ® ^ 
Acrilamida 45% 2,2 mL 0,55 mL 
Tris I,^ M pH 8.8 2,5 mL Q63 mL 
SDS 10% QI mL 0,05 mL 
APS 10% 0,1 mL 0,05 mL 
TEMED 0,004 mL 0,005 mL 
H.O 5,1 mL 3,68 mL 
Se mezclaron todos los reactivos y en el momento de verter se añadió el 
TEMED y el APS ( persulfato amónico). Se vertió la solución de acrilamida entre los 
cristales, dejando espacio para colocar el peine. Sobre la superficie libre del gel se 
dejaron resbalar unas gotas de agua, para evitar el contacto entre el gel y el oxígeno del 
aire que impide la polimerización. Una vez polimerizado el gel separador (20-30 
minutos) se eliminó la capa de agua y se rellenó el espacio superior restante del molde 
con gel concentrador, introduciéndose un peine para la formación del número de 
pocillos adecuado donde se colocaron las muestras. Tras la gelificación se retiró el peine 
y se recubrió con la solución tampón. 
Se utilizó un tampón Tris-HCl-glicina: Tris-HCI 2$ mM, glicina l90 mM, SDS 
0,1%pH 8,3. 
Las muestras de proteínas se diluyeron al 50% con tampón de carga (Tris-HCI 
0,12 M pH 6,8, SDS 6%, glicerol 10%, 2-Mercaptoetanol 15% y azul de bromofenol 
0,0025%) y seguidamente se calentaron a 100°C durante 2-5 minutos, procediéndose a 
continuación a aplicar la muestra en cada pocillo del gel. 
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Las electroforesis se Ilevaron a cabo manteniendo el voltaje constante a 100 V 
durante el paso de la muestra por el gel concentrador, incrementándose este valor a 120 
V durante su transcurso a través del gel separador. 
Cuando el frente, coloreado con azul de bromofenol, Ilegó al extremo inferior de 
la placa, se detuvo la electroforesis y se procedió a la extracción del gel del molde para 
la posterior fijación y tinción de las proteínas del mismo. 
Como referencia de tamaños se utilizó el siguiente marcador de pesos 
moleculares de proteínas: Prestained SDS-PAGE Standard Broad Range de Bio-Rad 
(de 6,4 kDa a 198 kDa). 
Tinción de los geles SDS-PAGE 
Una vez concluida la electroforesis se procedió al lavado de los geles con agua 
bidestilada, con el fin de eliminar el exceso de SDS. A continuación las proteínas se 
tiñeron con Coomassie bril[iant bl:ce (CBB) de Bio-Rad durante 2 horas o más a 
temperatura ambiente y en agitación. EI lavado se realizó con agua. La sensibilidad es 
de 0,05-0,1 µg por banda. 
6.9. Técnicas de secuenciación de ADN 
Las reacciones de secuenciación se realizaron empleando el método de 
terminación de la cadena con 2,3-didesoxirribonucleótidos trifosfato ( ddNTPs) de 
Sanger et al. (1977) de forma automática. En muchos casos se utilizaron los cebadores 
Reverse 5 "-CAGGAAACAGCTATGAC-3' y Universal 5"-
GTAAAACGACGGCCAGT-3 ". 
6.9.1. Preparación del ADN molde 
EI ADN para secuenciación se obtuvo tal y como se describe en el apartado 
dedicado a la extracción de ADN plasmídico y su purificación para secuenciación. Los 
moldes se prepararon a partir de ADN bicatenario mediante una desnaturalización 
alcalina, en la que 5 µg de ADN se incubaron durante 30 minutos a 37°C en 10 µL de 
una solución NaOH 2 M, EDTA 2 mM. Una vez desnaturalizado, el ADN se precipitó 
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minutos a -70°C. Tras la precipitación, el ADN se lavó con etanol al 70% y se secó al 
vacío. Se guardó seco en congelador a-20°C. 
6.9.2. Secuenciación automática 
Secuenciación automática empleando oligonucleótidos sintéticos marcados 
"cebudore^calientec" 
Para la secuenciación automática empleando cebadores marcados se utilizó el kit 
comercial 7-dea_u-d-GTP de Amersham® Biosciences. En este caso se prepararon 4 
tubos (A, C, G y T) por cada muestra a secuenciar y le añadimos a cada tubo 2 µL de 
cada una de las mezclas A, C, G y T y 6 µL de una mezcla compuesta por 8 µg de ADN 
y 1,5 µL del cebador marcado con una concentración de 1,2 pmol/µL, completada con 
agua destilada hasta un volumen final de 26 µL. A continuación, estos 4 tubos se 
sometieron a una reacción de PCR ("Polymerase Chain Reaction") empleando el 
siguiente programa: 
• I ciclo ^^ 3 min. a 95°C ( desnaturalización inicial). 
•­ 30 ciclos ^^ ^ 30 seg. a 95°C ( desnaturalización). 
30 scg. a X°C (hibridación). 
30 seg. a 72°C ( elongación). 
I ciclo ^^ mantener a 4°C ( hasta añadir solución de parada) 
En donde "X" es la T,,, (melting temperatzcre o temperatura de fusión). Finalmente 
se le añadieron 4 µL de solución de parada (`formamide loading dye") a cada uno de los 
tubos y se guardaron a-20°C antes de ser desnaturalizadas durante 3 minutos a 95°C y 
ser cargadas en un gel de poliacrilamida Ready mix gel, A.L.F.'Mgrade al 6% de una 
mezcla de acrilamida/bisacrilamida proporcionado por Amersham-Pharmacia-Biotech. 
Secuenciación automática empleando oligonucleótidos sintéticos no marcados 
"cehadores fríos" 
Para la secuenciación automática empleando cebadores no marcados se empleó 
el kit comercial Termo Sequenase rM Cy rM 5 Dye Terminator Kit de Amersham® 
Biosciences. En esta técnica en vez de utilizar oligonucleótidos marcados se emplearon 
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4-5 pmol de cebador 
3,5 µL de tampón 150 mM Tris-HCI pH 9,5, 35 mM MgCI^ 
2-4 µg de ADN 
µL de seyuenuse I OU/µL 
agua destilada hasta completar un volumen de 27 µL 
Posteriormente se prepararon 4 tubos ( para cada nucleótido A, C, G y T) por 
cada muestra a secuenciar en los que se añadió: 
0,4 µL de la mezcla de nucleótidos de cada dATP, dCTP, dGTP y dTTP, cada uno a una 
concentración final de I,I mM 
1,4 µL de agua destilada 
0,2 µLdel ddNTP correspondiente a cada tubo 
EI programa de la PCR ("Polvmerase Chain Reactioro') de secuenciación fue el 
siguiente: 
•­ 30 ciclos ^ 30 seg. a 95°C ( desnaturalización). 
30 seg. a X°C ( hibridación). 
80 seg. a 72°C (elongación). 
En donde "X" es la Tm (meltin^; temperattu^e o temperatura de fusión). Una vez 
finalizada la reacción, se le añadió a cada tubo: 
2 µL de AcNHa 7,5 M 
2 µL de solución de glucógeno 10 mg/mL 
30 µL de etanol al 100% frío 
Se mantuvo durante una noche a-20°C. AI día siguiente se centrifugaron los 
tubos a 13.000 r.p.m. durante I S minutos. EI precipitado se lavó con 200 µL de etanol al 
70% frío y se volvieron a centrifugar durante 5 minutos a 13.000 r.p.m. EI precipitado 
se dejó secar a temperatura ambiente durante 10-15 minutos y se resuspendió en 8 µL 
de solución stop y se mantuvo a -20°C hasta el momento en que las muestras se 
desnaturalizaron a 72°C durante 2 minutos para ser cargadas en un gel de secuenciación 
de poliacrilamida Read}^ mix gel, A.L.F TM grude al 6% de una mezcla de 
acrilamida/bisacrilamida proporcionado por Amersham-Pharmacia-Biotech. 
La secuenciación se Ilevó a cabo a través de los Servicios Generales de Apoyo a 
la Investigación de la Universidad de A Coruña. En algunos casos para la secuenciación 
de determinados clones se empleó un sistema de secuenciación mediante electroforesis 
capilar a través de la empresa Sistemas Genómicos ( Paterna-Valencia). 
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6.9.3. Diseño de oligonucleótidos (cebadores) sintéticos 
Se diseñaron cebadores sintéticos para ser utilizados como sondas en las 
reacciones de PCR ("Polymerase Chain Reaction") y en la secuenciación automática. 
Para poder utilizar como cebadores los oligonucleótidos sintéticos en la 
secuenciación automática éstos deben reunir ciertas características: un tamaño 
aproximado de 20 nucleótidos, hibridar con una sola secuencia de ADN molde, no 
presentar complementariedad interna que origine estructuras secundarias y poseer una 
T,,, o temperatura de fusión superior a 40°C. 
La Tm puede calcularse según la fórmula: 
T,,,=(4°Cxn(G+C)+(2°Cxn(A+T) 
Donde n representa el número de bases GC ó AT. 
Para el diseño de cebadores sintéticos se empleó el programa informático 
OLIGO (Go-Oli-Go^^^ versión / .0. Pharmacia Biotech). Este programa tiene en 
consideración ciertas características a la hora de diseñar cebadores: 
l) La Tm se determina siguiendo la fórmula: Tm = OH / AS + R In (C/4) en 
donde 4H es la variación de la entalpía, 4S es la variación de la entropía 
de formación del dúplex, R es la constante de los gases y C la 
concentración de la muestra. 
2) La posibilidad de que se formen horquillas en el ADN monohebra. 
3) La estabilidad del dúplex molde/cebador. 
4) La autocomplementaridad del cebador. 
6.10. Cuantificación del mARN usando "Real-Time Reverse-Transcription 
Polymerase Clrain Reaction" 
Se empleó esta técnica para realizar estudios de expresión génica pues la PCR a 
Tiempo Real permite cuantificar y comparar los niveles de mARN de muestras de ARN 
sometidas a diferentes condiciones de cultivo (Bustin, 2002). Todo ello es posible 
gracias a la detección y cuantificación de un reportero fluorescente cuya señal 
incrementa en proporción directa con la cantidad de producto de PCR en la reacción. 
Registrando la fluorescencia emitida en cada ciclo, es posible monitorizar la reacción de 
PCR durante la fase exponencial en donde el primer incremento significativo en la 
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cantidad del producto de PC'R se correlaciona con la cantidad de un determinado molde. 
Para Ilevar a cabo este protocolo se realizaron los siguientes pasos: 
I)­ Extracción de ARN: Una vez crecidos los cultivos de levadura en las 
condiciones seleccionadas, se recogieron las células por centrifugación a 4°('. 
Para la manipulación de las muestras se emplearon guantes protectores para 
evitar su contaminación con RNAsas. Para extraer el ARN de las células se 
empleó el kit comercial "Perrect RNAr'^, Eukan^otic•, Minf' suministrado por 
Eppendorff siguiendo las recomendaciones del proveedor. Posteriormente el 
ARN extraído se cuantificó en un espectofotómetro GENios (de TEC'AN). 
2)­ RT-PCR (Reverse Trunscription PCR): Se realizó una reacción de PC'R en la 
cual a partir de ARN se amplificó cADN gracias a la acción de una transcriptasa 
inversa. Se empleó el kir comercial "iScript c•DNA Sin[hesis" suministrado por 
Bio-Rud. Se realizó una Reverse Trunscription PC'R por cada muestra, siendo 
cada reacción de un volumen final de ?0 µL, la mezcla de reacción de la RT-
PCR fue la siguiente: 
CODIPONENTE VOLUM11EN 
vlezcla de reacción ^.Ccnp^ SX 4 µL 
Transcriptasa recersa ^.4cr^pr I µl. 
Agua libre de nucleasas I l µL 
ARN molde (100 fg a I µg de ARN total ) 2 µL 
^'olumen total ?0 µL 
Las reacciones se incubaron durante 5 minutos a 25°C, 30 minutos a 42°C 
y 5 minutos a 85°C en un termociclador GeneAmp PCR System 2700 de la casa 
comercial Applied Biosystems. La cantidad de ARN empleada para cada 
reacción fue de 1 µg. 
3)­ PCR Cuantitativa o en Tiempo Real: La expresión génica relativa se cuantificó 
en el sistema de detección de PC'R en Tiempo Real iCycler iQ de la casa 
comercial Bio-Rad y la detección de los amplicones se hizo con un Svbr Green, 
utilizando el kit comercial iQ .SYBR Green Snpermix de Bio-Rud Cada reacción 
contenía 1 X iQ SYBR Green .S:rpermix (Bio-Rad), 100 nM de cada cebador y?,5 
µL de cADN resuspendidos en un volumen final de 50 µL. EI protocolo para la 
amplificación y detección de la PCR en Tiempo Real consistió en una 
desnaturalización inicial de ? minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos de 
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amplificación: 95°C 30 segundos, 50°C 30 segundos y 72°C l minuto. De cada 
muestra se realizaron cuatro reacciones por duplicado que consistieron en cuatro 
diluciones diferentes de la muestra conteniendo 100, 10, 1 y 0,1 ng de cADN. 
Como controles se emplearon los genes de la actina y de la gliceraldehído-3 
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de la levadura K. lactis (cebadores empleados 
ECV225L, KLACTI-RT, KLGAPI-F y KLGAPI-RT, ver tabla M4 de 
Materiales y Métodos). 
4)­ Análisis de los resultados: Los datos fueron analizados con el so/hvare iCyc•ler 
(versión 3.Oa). La expresión relativa se calculó utilizando el método comparativo 
Ct (Livak et al., 2001) de la siguiente forma: para cada muestra se calculó la 
diferencia de los valores Ct (4Ct), utilizando la media Ct de las réplicas y 
restándole la media Ct de las réplicas del ARN de referencia (actina, GAPDH) 
4Ct = Ct (gen X) - Ct (actina ó GAPDH) 
44Ct = 4Ct (condición I)- 4Ct (condición 2 ó 3) 
Como se realizaron cuatro diluciones, el 44Ct se calculó para cada gen 
en cada muestra de ARN, 44Ct [100 ng], 44Ct [10 ng], 44Ct [I ng] y 44Ct 
[0,1 ng]. La media de estos 44Ct se utilizó posteriormente para estimar la 
expresión génica relativa: 
Expresión relativa = 2-°`'^' 
Estos cálculos asumen que todas las reacciones de PCR han funcionado 
con un l00% de eficiencia. La eficiencia de la PCR fue superior al 95%, por lo 
que los errores introducidos en los cálculos son mínimos. 
La Real-Time Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction se Ilevó a cabo 
a través de los Servicios Generales de Apoyo a la Investigación de la Universidad de A 
Coruña. 
6.11. Northern blot 
6.11.1. Condiciones de extracción de ARN 
La presencia de RNAsa disminuye el rendimiento de la extracción; para prevenir 
este problema se tomaron las siguientes precauciones: 
•­ EI agua y las disoluciones salinas usadas se trataron con dietilpirocarbonato 
(DEPC) al O,l%, se agitaron toda la noche a 37°C y, al día siguiente, se 
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esterilizaron en autoclave para eliminar el DEPC remanente. Alguna 
solución, como el tampón Tris^^^-EDTA^^^, no se trató con DEPC ya que éste 
modificaría covalentemente los grupos amino que contiene. Se preparó 
directamente usando agua tratada y reactivos libres de RNAsas. EI SDS^'^, 
que no puede ser esterilizado en autoclave, se preparó de igual modo. 
•­ EI material de plástico se enjuagó en cloroformo aclarándolo posteriormente 
con agua tratada. 
•­ Se usaron guantes en las operaciones de extracción de ARN, ya que las 
manos son la mayor fuente de RNAsas contaminantes. 
•­ Todas las operaciones de extracción se realizaron a 4°C. 
( I ^­ Tris-IICI: 2-Amino-2(hidroximetil)-1-3-propanodiol eyuilibrado con ácido clorhídnco. 
(2)­ EDTA- Acido etilenodiaminotetraacético 
(31­ SDS^ Dodecil Sulfato Sódico_ 
6.11.2. Extracción de AR;V de levaduras 
La extracción de ARN total se realizó según el método de Zitomer y Hall (1976), 
véase extracción de ARN de levaduras en el apartado de extracción de ácidos nucleicos. 
6.11.3. EI gel de agarosa 
Para preparar el gel de agarosa al I,5% se pesaron 1,8 g de agarosa y se 
mezclaron con 6 mL de tampón 20xMOPS (ácido 3-[N-Morfolino]-propano-sulfónico 
0,2 M, acetato sódico 0,05 M pH 7, EDTA 0,01 M, conservado en oscuridad) y 94 mL 
de agua tratada con DEPC al 0,1%. Se disolvió la agarosa en un microondas y se dejó 
enfriar en un baño a 65°C. Justo antes de verterla en la base de la electroforesis, se 
añadieron 20 mL de formaldehído al 37%, se mezcló y tras verter, se dejó 30 minutos 
en una campana de extracción para eliminar los vapores tóxicos del formaldehído. Una 
vez solidificado el gel, se guardó en la nevera o cámara fría hasta el momento de ser 
utilizado evitando así que se resecara. 
6.1 l.^t. Las muestras de ARN 
Se mezclaron 20-40 µg de ARN ( en un volumen final de 10 µL), 1,44 mL de 
formamida desionizada, 225 µL de tampón 20xMOPS, 576 µL de formaldehído al 37% 
IOi
 
MATERIAL[:S Y MF:TODOS 
y 160 µL de agua tratada estéril. Se desnaturalizó la mezcla, incubando 5 minutos a 
65°C y enfriándola rápidamente en hielo, se le añadió 1,5 µL de tampón "azul de carga" 
(glicerol 50%, azul de bromofenol 0,25%, xileno-cianol 0,25%) y se mantuvo en hielo 
hasta cargar el gel. 
6.11.5. La electroforesis 
La electroforesis se Ilevó a cabo en una cubeta de electroforesis HE100 Snper 
Strh"' Hori=ontal Unit de Hoefer que posee un circuito de refrigeración para evitar la 
degradación térmica del ARN y un sistema de mezcla del tampón de electroforesis que 
permite una separación uniforme de las muestras. EI tampón de electroforesis fue 
1 xMOPS. 
Después de cargar las muestras, se conectó la fuente a 100-105 V durante unas 
2-3 horas, hasta que el primer frente (azul de bromofenol) recorrió aproximadamente 10 
centímetros. Se tiñó el gel con bromuro de etidio (I/10) durante 5 minutos y se destiñó, 
2 veces, durante 10 minutos en agua tratada y en agitación moderada. Se fotografió el 
gel y a continuación se transfirió a una membrana de nylon mediante vacío. 
6.11.6. La transferencia 
En las transferencias, se utilizaron membranas de nylon (tamaño del poro 
0,45µm) con cargas positivas (Roche) que se cortaron a medida y que, inmediatamente 
después de humedecerlas en agua tratada, se sumergieron en una solución de IOxSSC 
(NaCI 1,5 M, citrato sódico 0,15 M) durante 10 minutos antes de realizar la 
transferencia. 
Se transfirió el ARN a la membrana utilizando una solución de IOxSSC a una 
presión de vacío de 50 a 60 mBa durante I hora, se retiró el gel (comprobándose en el 
transiluminador que todo el ARN había sido transferido) y tras un lavado rápido de la 
membrana en IOxSSC para eliminar los fragmentos de agarosa y el exceso de sales, se 
fijó el ARN a la membrana con luz UV, aplicando mediante el dispositivo UV Cross 
Linker S00 de Hoefer, una energía de 120 mJ/cm^ de membrana o en un transiluminador 
UV durante 5 minutos. Finalmente se etiquetó la membrana, se selló en una bolsa de 
plástico y se conservó en la nevera a 4°C hasta la hibridación. 
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6.11.7. Preparación de las sondas 
Las sondas se marcaron por el método del "rundom-prrmecf' (cebadores 
aleatorios) (Feinberg y Vogelstein, 1983) utilizando los reactivos suministrados en el kit 
Prime-a-Gene LabelinR Svstem (Promega). Para ello, se disolvieron entre 30 ng y 3µg 
de ADN en 14 µL de agua, se hirvieron durante 5 minutos para su desnaturalización, y 
se enfriaron rápidamente en hielo. AI ADN desnaturalizado se le añadió: 
Mezcla de marcaje 7 µL 
a''P dATP* 3 µL 
Klenow SU/µl 1 µL 
H^O hasta V^= 25 µL 
* Suministrado por la casa comercial Amershum Phur•muciu Biotech. 
Mezcla de marcaje:­ Tampón de marcaje Sx* 300 µL 
dCTP (1,5 mM) 20 µL 
dGTP (1,5 mM) 20 µL 
dTTP (1,5 mM) 20 µL 
BSA^^^(IOmg/mL) 60µL 
*Tampón de marcaje Sx: (Tris-HCI 250 mM pH 8,0, MgCI, 25 mM, DTT 10 mM, 
HEPES^^^ 1 M pH 6,6, 26 unidades de A^6^/mL de hexadesoxirribonucleótidos 
aleatorios). 
Se incubó durante un mínimo de 1 hora a 37°C. 
( I ) BSA: Seroalbúmina bovina. 
(2) HEPES: Ácido (4-(2-Hidroxietil)-I-piperazina-etano-sulfónico). 
Para rectificar la pequeña heterogeneidad resultante de defectos de carga del ARN 
entre los distintos pocillos del gel, se hibridaron posteriormente los filtros con un 
control de carga representado por el gen del rARN 25S. Se sintetizó una sonda 
oligonucleotídica (5'-CTCCGCTTATTGATATGC-3') a partir de la secuencia de ADN 
que codifica el rARN 25S y se marcó mediante marcaje terminal con y"`P-ATP 
(Lillehaug y Kleppe, 1975). 
En este caso se mezclaron en un volumen tinal de reacción de I S µL: 
- 5-10 pmol del oligonucleótido 
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IµL de tampón lOx (Tris-HCI 500 mM, MgCI^ 100 mM, EDTA 1 
mM, DTT 50 mM, espermidina 1 mM, pH 8,2) 
IµL de y'^PATP* 
IµL de Tr-polinucleótido quinasa l0U/µL (Roche) 
* Suministrado por la casa comercial Amershanr Phar•macia Biotech. 
Se dejó incubando la reacción a 37°C durante 30 minutos y se añadió 
posteriormente a la solución de hibridación. 
6.11.8. Separación y cuantificación de la incorporación de isótopo 
Para poder valorar la incorporación de isótopo en el ADN, se prepararon 
columnas de exclusión con Sephadex G-50 saturado con STE (Tris-HCI IOmM pH 7,5, 
EDTA 0,1 mM y SDS I%). Una vez empaquetada, se equilibró la columna con STE, se 
añadió el ADN marcado y se recolectaron 6 fracciones al final de la columna en tubos 
EppendorrJ; haciendo pasar por la columna 400 µL de STE para la primera fracción y 
luego cinco veces 200 µL de STE para las siguientes. EI isótopo no incorporado se 
quedó retenido en las columnas. 
A continuación, se localizaron las fracciones con mayor incorporación de 
radioactividad con el sensor de un contador Geiger (mini-monitor G-M tube serie 900 
de Morgan), posteriormente, se determinaron las cuentas por minuto (cpm) de cada una 
de estas fracciones utilizando un contador de centelleo de radiaciones (3 (Wallac System 
1-110^'^ /iyrrid scintillation counter de Pharmacial y se recogieron aquellas muestras de 
ADN con el mayor número de cuentas. 
6.11.9. Reacciones de hibridación y lavado 
Se introdujeron las membranas en botellas de hibridación e inmediatamente 
después de añadir 20 mL de solución de hibridación (Na^HPO.r 1 M a pH 7,2, SDS 20% 
y EDTA 0,5 M) (Church y Gilbert, 1984), se dejó prehibridando 1 hora a 60-65°C en un 
horno de hibridación (Minihybridisation oven de APPL/GENE e Hybridi_ation oven 
Model /00-1 de SHEL-LAB) con el fin de eliminar posibles uniones inespecíficas 
durante la hibridación. Transcurrido este tiempo, se renovó la solución de hibridación 
(10 mL) a los que se añadió la sonda marcada y desnaturalizada (400 µL) 
cuidadosamente para que no tocase la membrana antes de que se diluyese en la solución 
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de hibridación. La hibridación se realizó durante una noche a la misma temperatura. AI 
día siguiente, por la mañana, se retiró la solución de hibridación y se procedió al lavado. 
Para las hibridaciones con la sonda de rARN ?SS se procedió de la misma 
manera excepto que la temperatura de hibridación fue de 42°C. 
Tras la hibridación se eliminó la sonda no unida mediante una serie de lavados 
con 20 mL de una solución de lavado (2xSSC y SDS 0,1%) a 60-65°C Por lo general, 
se realizaron del siguiente modo: un lavado de 10 minutos a la temperatura de 
hibridación, seguido de dos lavados de 10 minutos a temperatura ambiente; aunque el 
número y duración de los lavados varió dependiendo del grado de emisión de las 
membranas. Para la sonda oligonucleotídica de rARN 25S los lavados se hicieron a 
42°C. 
Después de retirar la solución de lavado, las membranas radioactivas se 
introdujeron en una bolsa de plástico para poder exponerlas a la pantalla de f'ósforo del 
sistema Phosphor/mager .S/^'^^ en unos casos y en otros a las películas de 
autorradiografía, para su análisis posterior. 
Las membranas ya hibridadas con una determinada sonda se lavaron, en algunos 
casos, con una solución 0, I xSSC y SDS 0,1 % durante 2-3 horas a 80°C para proceder a 
una nueva hibridación con una sonda distinta. 
6.11.10. Cuantificación de los niveles de expresión 
Para analizar las señales radiactivas de hibridación sobre la membrana de nylon 
se usó un escáner (Phosphorlmager S/^'t' Scanning Instrument 425 de Molecular 
Dynamics) para el caso de las pantallas de fósforo y un densitómetro Peisonal 
Densitometer SI^'t' (Molecular Dynamics) para las películas de autorradiografia. Las 
cuantificaciones de las señales se realizaron empleando el programa informático Image 
Quant versión 5.0. de Molecular Dynamres). Las señales correspondientes a los mARN 
se cuantificaron y se normalizaron los valores obtenidos respecto a la carga relativa 
inicial. 
En la mayoría de los northerns realizados en la presente memoria, una vez 
normalizados los valores con respecto al control de carga, estos valores se normalizaron 
al 100%, dándole al mayor valor de cuantificación de un mismo blot el valor 100%. Se 
puede observar que en algunos northern.s normalizados al 100%, ninguna condición 
ensayada tiene el valor del 100°^0, esto es debido a que al hacer media entre los datos de 
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cuantificación obtenidos en las distintas réplicas esa condición no siempre es el 100%. 
En el caso de que, en las distintas réplicas de un mismo northern, una condición 
ensayada siempre tenga el valor 100%, esto implicará que para esta muestra la media 
sea del 100% y que no tenga desviación estándar o error estándar. 
6.12. Soutberu blot 
Para los experimentos de Southern blot se utilizó el kit Digoxygenin labelin^ 
and detection (Roche), variando algunas de las recomendaciones del vendedor en los 
casos en los que fue necesario. Fundamentalmente estas variaciones se refieren a los 
tiempos y temperaturas de hibridación, así como a los lavados de las membranas, hasta 
conseguir el óptimo de señal en cada caso. 
6.12.1. EI gel de agarosa 
Tanto en el caso de Soiithern hlot de ADN genómico como plasmídico, el ADN 
digerido con diferentes endonucleasas de restricción se separó mediante electroforesis 
en geles de agarosa (Véase geles no desnatu^•a/i_antes). 
6.12.2. La electroforesis 
(Véase geles no desnattu•ali_antes). Para determinar el peso molecular de los 
distintos fragmentos se hicieron migrar, al mismo tiempo que las muestras, diferentes 
marcadores de pesos moleculares marcados con digoxigenina. 
Una vez realizada la electroforesis se fotografió el gel y a continuación se 
transfirió el ADN del gel a una membrana de nylon. 
6.12.3. La transferencia 
En las transferencias se utilizaron membranas de nylon (tamaño del poro 
0,45µm) cargada positivamente (Roche) que se cortaron a medida y que se sumergieron 
durante 5 minutos en una solución de neutralización (Tris-HCI 0,5 M pH 7,8, NaCI 1,5 
M) antes de realizar la transferencia. 
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Se transfirió el ADN del gel a la membrana a una presión de vacío de 50 a 60 
mBa durante 45 minutos y utilizando una solución de desnaturalización (NaOH 0,4 M, 
NaCI 0,6 M) que se añadió al gel durante los primeros 5 minutos de transferencia a 
vacío, durante los 40 minutos siguientes se añadió solución de neutralización. Se retiró 
el gel, comprobándose en el transiluminador que todo el ADN había sido transferido, y 
se fijó el ADN a la membrana con luz UV, aplicando mediante el dispositivo UV 
CrossLinker 5^0 de Hoefer, una energía de 120 mJ/em' de membrana o en un 
transiluminador UV durante 5 minutos. Finalmente se etiquetó la membrana, se selló en 
una bolsa de plástico y se conservó en la nevera a 4°C hasta la hibridación. 
6.12.4. Preparación de las sondas 
Las sondas se marcaron por el método del '7•undonr-primecf' ( cebadores 
aleatorios) (Feinberg y Vogelstein, 1983) utilizando los reactivos suministrados en el kit 
Dig DNA Lubeling and Detection (Roche). Para ello, se disolvieron entre 0,5 y 3 µg de 
ADN en I S µL de agua, se hirvieron durante 10 minutos a 94°C para su 
desnaturalización, y se enfriaron rápidamente en hielo o nieve carbónica. AI ADN 
desnaturalizado se le añadió: 
Mezcla de hexanucleótidos lOx 2 µL 
Mezcla de dNTPs l Ox ( I mM dATP, I mM dCTP, 
1 mM dGTP, 0,65 mM dTTP, 0,35 mM DIG-dUTP pH 7,5) 2 µL 
Klenow 2U/µL I µL 
H^O hasta Vr 25 µL 
Se mezcló bien y se incubó durante un mínimo de 1 hora a 37°C. Una vez 
transcurrido este tiempo, se paró la reacción añadiendo 2 µL de EDTA 0,2 M pH 8.0. 
Posteriormente se precipitó el ADN añadiendo 2,5 µL de LiCI 4 M, 75 µL de etanol al 
95%, dejándolo durante 30 minutos a -70°C o durante 2 horas a-20°C y 
centrifugándolo en una microcentrífuga durante 15 minutos. A continuación se lavó el 
botón celular con 50 µL de etanol al 70%, se secó en una bomba de vacío y se disolvió 
en 50 µL de 1 xTE (Tris-HCI I M pH 7,5, EDTA 0,5 M pH 8,0). 
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6.12.5. Comprobación del marcaje de las sondas 
Para comprobar si el marcaje de la sonda había sido bueno se realizó un Dot­
blot. Esta técnica consistió en dispensar a modo de punto, sobre una membrana de nylon 
cargada positivamente (Roche), 1 µL de varias soluciones control; una solución que 
contiene un ADN no marcado con la digoxigenina (control -), una solución que contiene 
un ADN marcado con la digoxigenina (control +) y nuestra sonda recién marcada. 
Generalmente se suelen hacer varias diluciones de los controles y de nuestra sonda. Los 
controles los suministra el kit. Después de secar la membrana en la estufa a 37°C 
durante 10-IS minutos se Ilevó a cabo la detección inmunológica. 
6.12.6. Detección inmunológica 
La membrana se lavó con una solución de lavado (Tris-HCI 1 M pH 7,5, NaCI 
I M) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después de incubarla durante 30 
minutos a temperatura ambiente en una solución de bloqueo (suministrada en el kit) y 
otros 30 minutos con el anticuerpo conjugado Anti-digoxigenina-PA, se lavó dos veces 
durante 10 minutos con solución de lavado a temperatura ambiente. Posteriormente, se 
equilibró la membrana durante 2 minutos en una solución de detección (Tris-HCI 1 M 
pH 9,5, NaCI I M, MgCI^ 1 M) y se incubó con la solución sustrato-color (NBT y BC1P 
suministrada en el kit) hasta que se completó la reacción (aproximadamente después de 
16 horas). La membrana no puede agitarse durante la reacción de color y tampoco 
puede ser expuesta a la luz, sólo durante pequeños períodos de tiempo para observar si 
la reacción colorimétrica finalizó. Cuando se visualizaron las bandas, se paró la reacción 
lavando la membrana durante 5 minutos con 50 mL de agua. Los resultados fueron 
documentados mediante el fotocopiado o fotografiado de la membrana húmeda. 
6.12.7. Reacciones de hibridación y lavado 
Se introdujeron las membranas en botellas de hibridación e inmediatamente 
después de añadirle 20 mL de solución de hibridación (20xSSC pH 7,0, SDS 20%, 
solución de bloqueo), se dejó prehibridando 1 hora a 50-55°C en un horno de 
hibridación (Minihybridisation oven de APPL/GENE e Hybridi^ation oven Model 100-1 
de SHEL-LAB) con el fin de eliminar posibles uniones inespecíficas durante la 
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hibridación. Transcurrido este tiempo, se renovó la solución de hibridación ( 5 mL) a los 
que se añadió la sonda marcada y desnaturalizada ( 50 µL) cuidadosamente para que no 
tocase la membrana an[es de que se diluyese en la solución de hibridación. La 
hibridación se realizó durante una noche a la misma temperatura. AI día siguiente, por la 
mañana, se retiró la solución de hibridación y se procedió al lavado. 
Tras la hibridación se eliminó la sonda no unida mediante una serie de lavados 
con 20 mL de una solución de lavado (20xSSC, SDS 20%) a 50-55°C. Por lo general, se 
realizaron del siguiente modo: un lavado de 10 minutos a la temperatura de hibridación, 
seguido de un lavado de 10 minutos a temperatura ambiente. 
Después de retirar la solución de lavado, las membranas se sometieron a la 
detección inmunológica ( descrita anteriormente). 
6.13. Inmunotransferencia (Western-blot) 
Una vez realizada la electroforesis en .SDS-PAGE ( véase geles desnaturalizantes 
.SDS-PAGE) se lavó el gel en agua destilada para eliminar el tampón de electroforesis. 
Posteriormente, se sumergió el gel en tampón de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 192 
mM, Metanol 20%) al igual que la membrana de nitrocelulosa ( tamaño de poro 0,2 µm). 
Para la transferencia se utilizó un aparato T^-uns-Blot húmedo (óio-Ruc^, se colocaron 
desde el polo negativo al positivo, una esponja, 2 trozos de papel de filtro previamente 
embebidos en tampón de transferencia, el gel de poliacrilamida, la membrana de 
nitrocelulosa, otros 2 trozos de papel de filtro, y finalmente una esponja. Las proteínas 
se electrotransfirieron acoplando el truns-b(ot a una fuente de alimentación. Las 
condiciones de la transferencia fueron: voltaje constante de 100 V durante una hora. AI 
finalizar la transferencia, se retiró la membrana de nitrocelulosa y se lavó con agua 
destilada. A continuación se tiñó la membrana durante unos 10 minutos con Ponceaa S 
al 0,2% y ácido tricloroacético al 3% para verificar la transferencia de las proteínas. 
Seguidamente, se lavó con agua destilada hasta que se eliminó el fondo rojo y se 
pudieron observar perfectamente las bandas polipeptídicas. 
Para evitar las uniones inespecíficas de anticuerpos a la membrana a la que se 
transfirieron, las proteínas se incubaron durante 2 horas en tampón TBS (Tris-HCI 0,3% 
pH 8, NaCI 0,8%, KCI 0,02%) con Tween 20 al 0,2% y 5% de leche descremada. Se 
incubó la membrana con el primer anticuerpo: anti-His ( C-terminal), /nvitrogen, diluido 
I:5000, durante 90-120 minutos con agitación a temperatura ambiente. 
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Tras la incubación se lavó 5 veces con TBS Tween 20 0,2%, 5 minutos cada 
lavado y a continuación se trató con el segundo anticuerpo anti-Ig de ratón conjugado 
con peroxidasa (Daknpatts) a una dilución I/1.600 en TBS Tween 20 al 0,2% durante 
90 minutos. Se procedió a un nuevo lavado con TBS y se reveló. EI color de la reacción 
se desarrolló utilizando, como sustrato de la peroxidasa, H^O^ al 0,03% en presencia de 
diaminobencidina disuelta en Tris-HCI 50 mM pH 7,6 y cloruro de níquel al 0,03%, 
durante 2-5 minutos. La reacción se detuvo introduciendo la membrana en tampón TBS 
o añadiendo abundante agua destilada. 
7. TÉCNICAS ANALÍTICAS 
7.1. Determinación de proteínas de un extracto (método de Bradford) 
EI método de Bradford (1976) es un método colorimétrico que nos permitió 
detectar pequeñas cantidades de proteínas, hasta 1 µg. 
Se preparó I mL de la muestra problema convenientemente diluida, de ahí se 
tomaron 800 µL y se Ilevaron a I mL con el reactivo Protean-assay de Bio-Rad. Las 
muestras se agitaron vigorosamente con la ayuda de un voi7ex y se incubaron durante 15 
minutos a temperatura ambiente. Antes de transcurrida 1 hora se determinó su 
absorbancia a 595 nm. La recta de calibrado se elaboró con albúmina de suero bovino 
2,5 mg/mL (BSA) suministrada por New England Biolabs, en cantidades comprendidas 
entre 1 y?5 µg. EI blanco se preparó con 800 µL de agua destilada y se Ilevó a 1 mL 
con el mismo reactivo. 
Se empleó el programa informático StatGraphics Plus para calcular la ecuación 
de la recta de calibrado y a partir de la ecuación se determinó la concentración de 
proteína de cada extracto. 
7.2. Determinación de la actividad (i-galactosidasa en levaduras 
Los ensayos de actividad (3-galactosidasa se realizaron sobre levaduras de K. 
lactis transformadas con el vector pXW2 que posee la secuencia codificadora del gen 
lacZ de E. coli y sobre levaduras de S. cerevisiae transformadas con el plásmido 
YEpFLAGI-LAC4 que contiene el gen de la (3-galactosidasa de K. lactis. 
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7.2.I.Determinación cualitativa de la actividad (3-galactosidasa 
Se emplearon placas CM omitiendo el uracilo utilizado como marcador 
auxotrófico (véase medios de cultivo) suplementadas con I mL por cada 500 mL de 
placas del compuesto cromogénico X-Gal (5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil-(3-D-
Galactopiranósido) al 2% en dimetilformamida. 
Las colonias que poseían actividad R-galactosidasa se identificaron por la 
aparición de color azul en el medio. 
7.2.2. Determinación cuantitativa de la actividad (3-galactosidasa 
Se emplearon dos métodos diferentes pero ambos están basados en el método de 
Guarente ( 1983). EI primero que se describe a continuación fue el empleado en el 
apar[ado de la producción de la fructosa-l,6-bisfosfato a partir de lactosueros. EI 
segundo se empleó para el estudio de las regiones promotoras de los genes KIFBAI y 
Kl ND/ / . 
MÉTODO 1: 
Este método se modificó para adaptarlo a los diferentes preparados enzimáticos 
utilizados. La actividad enzimática se midió siguiendo la liberación de o-nitrofenol 
(ONP) a partir del substrato sintético o-nitrofenil-(3-D-galactopiranósido (ONPG). 
Para medir la actividad en células libres, se dosificó en tubos de ensayo una 
cantidad de suspensión celular entre 1-5 mL, se centrifugó 5 minutos a 3.000 r.p.m., se 
eliminó el sobrenadante y se lavó el precipitado una vez con tampón Z(pH 7), cuya 
composición es la siguiente: 
Na^HPOa 100 mM/L 
NaH^PO^ 40 mM/L 
KCI 10 mM/L 
MgSO4 1,6 mM/L 
B-mercaptoetanol 2,7 mL/L 
Posteriormente se resuspendió en ? mL del mismo y se le añadieron I 10 µL de 
cloroformo y 170 µL de SDS al 0,1 %. Se agitó fuertemente en vortex durante I S 
segundos y se preincubó a 30°C durante 5 minutos al cabo de los cuales se añadieron 
440 µL de la solución de sustrato (4 mg/mL de ONPG en agua destilada) y se dejó que 
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la reacción se desarrollase, a la misma temperatura, en un baño con agitación hasta la 
aparición del color amarillo característico del producto. 
A partir de este momento, se sacaron dos alícuotas de 1 mL a intervalos de tiempo 
controlados desde la adición del sustrato. La reacción se detuvo añadiendo dichas 
alícuotas sobre 0,5 mL de carbonato sódico I M contenidos en un tubo Eppendorff. 
La mezcla se centrifugó a 13.000 r.p.m. durante 5 minutos para separar las 
células. En el sobrenadante, se determinó espectrofotométricamente el o-nitrofenol 
liberado, por medida de la absorbancia a 420 nm. La concentración se calcula usando un 
coeficiente de extinción molar de 4.500 L/mol x cm (Inchaurrondo et al., 1994). 
Para la cuantificación de la actividad en un medio sin células, se procedió del 
mismo modo que para las células libres pero, en este caso, en lugar de la suspensión 
celular, se añadió un volumen de 100-300 µL de medio de cultivo libre de células 
directamente sobre el tampón Z y se prescindió de añadir los agentes permeabilizantes 
cloroformo y SDS. 
Cuando en el presente trabajo se habla de actividad (3-galactosidasa intracelular se 
hace referencia a la actividad (3-galactosidasa del citoplasma y del periplasma (espacio 
entre la membrana plasmática y la pared celular) de la célula y cuando se habla de 
actividad ^3-galactosidasa extracelular se hace referencia a la actividad ^3-galactosidasa 
en el medio de cultivo. 
Se definió la Unidad Enzimática (U.E.) como la cantidad de enzima que libera un 
µmol de o-nitrofenol por minuto en las condiciones de ensayo. Las unidades se dan 
como U.E./mL de medio de cultivo. 
MÉTODO 2: 
Las células crecidas hasta una densidad óptica a 600 nm de 0,5-0,6 (106-10' 
células/mL) se centrifugaron durante 5 minutos a 4.000 r.p.m. EI sobrenadante (5-30 
mL) se descartó, a continuación se añadió 1 mL de tampón Z(Na^HPO.^ 30 mM, 
NaH^PO.^ 20 mM, KCI 10 mM, MgSOa I mM y 2-mercaptoetanol 2,7 mL en un 
volumen final de 1 litro), 55 µL de cloroformo y 87,5 µL de SDS al 0,1%. Se agitó 
vigorosamente en vortex durante 15 segundos y se incubaron las muestras a 30°C 
durante 5 minutos. La reacción comenzó al añadirle 0,2 mL de ONPG (o-nitrofenil-(3-D­
galactopiranósido) 4mg/mL. Se dejó que la reacción se desarrollase hasta la aparición 
de un color amarillo, en este momento se anotó el tiempo transcurrido y se paró la 
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reacción recogiendo I mL de la muestra y añadiéndole 0,5 mL de Na^CO;. Se 
centrifugaron las muestras a 13.000 r.p.m. durante 5 minutos y el sobrenadante se 
empleó para medir su absorbancia a 420 nm frente a un blanco que contenía I mL de 
tampón Z y 0,5 mL de Na^CO;. Los valores de actividad ^3-galactosidasa se expresan en 
unidades calculadas según Adams et ul. (1997) mediante la siguiente fónnula: 
(A.^^o/DO6ooxVxT)x1000 en donde: 
Ay^o,,,n: es la absorbancia del producto o-nitrofenol. 
DOboo„m: es la densidad óptica del cultivo cuando se recogen las células para realizar el 
ensayo. 
V: es el volumen de cultivo empleado para hacer el ensayo expresado en mililitros. 
T: es el tiempo que tarda en transcurrir la reacción de color expresado en minutos. 
En algunos casos, los valores de actividad p-galactosidasa se normalizaron al 
100%, dándole al mayor valor de actividad (3-galactosidasa obtenido de un mismo 
experimento el valor 100%. Se puede observar que en los experimentos normalizados al 
100%, ninguna deleción ensayada tiene el valor del 100%, esto es debido a que al hacer 
media entre los datos de actividad (3-galactosidasa obtenidos en las distintas réplicas 
realizadas de una misma deleción, tan sólo una de las réplicas de la misma deleción es 
la que va a dar el mayor valor que es el que se va a considerar como el 100%. 
7.3. Determinación de la lactosa/D-galactosa 
Se utilizó un test comercial ( Boehringer-Mannheim) basado en la medida 
espectrofotométrica del NADH formado a partir de la D-galactosa, mediante las 
siguientes reacciones enzimáticas: 
La lactosa es hidrolizada a D-glucosa y D-galactosa en presencia del enzima (3­
galactosidasa. 
Lactosa + H^O (^galactosidasa ^ D-glucosa + D-galactosa 
La D-galactosa es oxidada por el dinucleótido de nicotinamida-adenina (NAD') a 
ácido galactónico en la presencia del enzima (3-galactosidasa deshidrogenasa. 
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^3-galactosidasa 
D-galactosa + NAD` deshidrogenasa Ácido galactónico +NADH+H+ 
La cantidad de NADH formada en la reacción es estequiométnca con la cantidad 
de lactosa y D-galactosa, respectivamente. EI incremento de NADH se determina a 
partir de su absorbancia a 340 nm. 
La concentración de lactosa y D-galactosa, en la muestra, debe estar comprendida 
entre 0,05 y 0,5 g/L. 
Procedimiento: 
Se pipetearon, directamente en cubetas de 1 cm de recorrido óptico, cuatro para 
cada ensayo (blanco y muestra de lactosa, blanco y muestra de galactosa), 0,20 mL de 
una disolución de S mg/mL de NAD' en tampón citrato pH 6,6 con sulfato magnésico. 
Se añadieron 0,05 mL de la suspensión de (3-galactosidasa en las cubetas 
correspondientes al blanco y a la muestra de lactosa. 
A continuación se adicionaron 0,10 mL de la muestra, convenientemente diluida, 
en las cubetas de lactosa y galactosa. 
Se mezclaron y se incubaron durante I S minutos a temperatura ambiente. 
Seguidamente, se añadió 1 mL de tampón difosfato pH 8,6 tanto a las muestras como a 
los blancos. 
Las mezclas se Ilevaron, con agua destilada, hasta el mismo volumen final, 
empleando para ello 2 mL y 2,05 mL en los blancos de lactosa y galactosa, 
respectivamente y 1,90 y 1,95 mL para las muestras. 
Se mezclaron y tras dos minutos se leyó la absorbancia de las soluciones (A^). 
A continuación, se inició la reacción al adicionar 0,05 mL de la suspensión del 
enzima (3-galactosidasa deshidrogenasa a todas las cubetas. 
Se mezclaron y aproximadamente a los 20 minutos, cuando la reacción ya 
finalizó, se leyó la absorbancia de las soluciones (A^). 
Se determinó la diferencia de absorbancias (A^-Ai) para cada muestra y su blanco 
correspondiente. A continuación se restó el incremento de absorbancia del blanco del de 
la muestra. Con los valores obtenidos se hicieron los cálculos. 
DAL^G-OA muestra lactosa - ^A blanco lactosa
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Debido a que la muestra de lactosa puede contener además galactosa libre, para 
calcular la concentración de lactosa se utilizó la diferencia de absorbancias: 
4Ai = DAi .^ - DA^ 
Concentración lactosa o D-galactosa (g/L) _(V x Pm/ e x d x v x 1000) x ( 4Ai, o DA^,) 
V = volumen final (3,30 mL) 
Pm = peso molecular: lactosa (342,3 g/mol) 
D-galactosa ( 180, I 6 g/mol) 
e= coeficiente de absorción molar del NADH a 340 nm (6,3 L/mmol . cm) 
v= volumen de muestra (0,1 mL) 
d= recorrido óptico ( I cm) 
7.4. Determinación de etanol 
Se utilizó un test comercial ( Boehringer-Mannheim) basado en la medida 
espectrofotométrica del NADH formado a partir del etanol mediante las siguientes 
reacciones enzimáticas: 
EI etanol es oxidado a acetaldehído en presencia del enzima alcohol 
deshidrogenasa por el dinucleótido de nicotinamida-adenina(NAD'). 
Alcohol
 
Etanol + NAD' deshidrogenasa ^ Acetaldehído + NADH + H'
 
EI equilibrio de esta reacción tiende al lado del etanol y el NAD', pudiendo ser 
completamente desplazado a la derecha en condiciones alcalinas y por atrapamiento del 
acetaldehído formado. EI acetaldehído es oxidado en presencia de aldehído 
deshidrogenasa cuantitativamente a ácido acético. 
Aldehído 
Acetaldehído+ H^O + NAD^ deshidrogenas^Ácido Acético + NADH + H' 
EI NADH se determina a partir de su absorbancia a 340 nm. 
Procedimiento: 
Se disolvió una tableta que contiene 4 mg de NAD' y 0,8 unidades de aldehído 
deshidrogenasa, en 3 mL de tampón difosfato potásico pH=9. La mezcla se pipeteó 
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En la cubeta correspondiente a la muestra se añadió 0,1 mL de la misma, 
convenientemente diluida. En la cubeta del blanco, se sustituyó el volumen de la 
muestra por agua destilada. Se mezclaron, se esperó aproximadamente 3 minutos a 
temperatura ambiente y se leyó la absorbancia de las soluciones (Ai) frente a un blanco 
de agua destilada. 
A continuación se añadieron 0,05 mL de suspensión del enzima, alcohol 
deshidrogenasa, a cada cubeta. Se mezclaron, se incubaron de 5 a 10 minutos a 
temperatura ambiente y, tras completarse la reacción, se leyeron las absorbancias de las 
soluciones (A^). 
Se determinó la diferencia de absorbancias (A,-Ai) para muestra y blanco. A 
continuación se restó el incremento de absorbancia del blanco del de la muestra. Con el 
valor obtenido se hicieron los cálculos. 
^A = DA muestra - DA blanco 
Concentración etanol =(V x Pm / e x d x v x 2 x 1000) x AA
 
V = Volumen final (3,15 mL)
 
Pm = Peso molecular del etanol (46,07 g/mol)
 
e= Coeficiente de absorción molar del NADH a 340 nm (6,3 L/mmol . cm)
 
v= volumen de muestra (0,1 mL)
 
d= recorrido óptico ( I cm) 
7.5. Determinación de glucosa 
Se utilizó un test comercial (Sigma) basado en la medida espectrofotométrica de 
la o-Dianisidina oxidada formada a partir de la D-Glucosa mediante las siguientes 
reacciones enzimáticas: 




D-Glucosa + H,O + O, ^ Acido D-Glucónico + H^O^ 
EI peróxido de hidrógeno reacciona con la o-Dianisidina en la presencia de 
peroxidasa para formar un producto coloreado: 
Peroxidasa 
H^O^+o-Dianisidina Reducida ^ o-Dianisidina oxidada 
(sin color) (marrón) 
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La o-Dianisidina oxidada reacciona con ácido sulfúrico para formar un producto 
coloreado más estable: 
H^SO, 
o-Dianisidina Oxidada o-Dianisidina Oxidada 
(marrón) (rosa) 
La intensidad del color rosa medida a 540 nm es proporcional a la concentración 
de glucosa original. 
Procedimiento: 
Se necesitaron tres tubos de 18 mm x 150 mm por cada ensayo ( blanco, muestra y 
control). EI blanco constó de I mL de agua destilada, la muestra constó de I mL de la 
solución cuya concentración de glucosa queríamos calcular y el control constó de 0,950 
mL de agua desionizada y 0,05 mL de una solución estándar de glucosa de 
concentración conocida. 
A continuación se inició la reacción añadiendo 2 mL de reactivo de ensayo (que 
resulta de la mezcla de la o-Dianisidina con la Glucosa Oxidasa/Peroxidasa) a cada uno 
de los tubos, blanco, muestra y control. 
Se dejaron los tubos incubando a 37°C durante exactamente 30 minutos. La 
reacción se paró añadiendo 2 mL de H,SOa 12N a cada tubo. Se mezcló cuidadosamente 
cada uno de los tubos y se midió la absorbancia frente al blanco a 540 nm. 
Con los valores de absorbancia así obtenidos, se hicieron los siguientes cálculos: 
(DAs^o muestra) (0,05) 




7.6. Producción y determinación de la fructosa-l,ó-bisfosfato (F-1,6-P,) 
Las células de levadura crecidas en suero de leche fueron recolectadas por 
centrifugación y resuspendidas, hasta una concentración de 500 g/L, en 40 mL de medio 
de bioconversión. Las células se permeabilizaron por adición de tolueno al 10% o etanol 
al 70% con agitación vigorosa de la suspensión durante 1 minuto, para el caso del 
tolueno, y agitación moderada durante 5-10 minutos para el caso del etanol. La 
suspensión se mantuvo en agitación moderada a 30°C durante toda la bioconversión sin 
retirar el agente permeabilizante en el caso del tolueno al 10% y retirándolo mediante 
centrifugación y resuspensión de las células en medio fresco en el caso del etanol al 
70%. Las muestras de la suspensión tomadas a diferentes tiempos se centrifugaron, los 
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sobrenadantes se desproteinizaron añadiendo 1 mL de ácido perclórico 1 M a 1 mL de la 
muestra y dejándolos I S minutos en hielo, posteriormente se neutralizaron con 0,5 mL 
de carbonato potásico 2,5 M durante I S minutos en hielo. A continuación, las muestras 
se centrifugaron y los sobrenadantes se usaron para la determinación de fructosa -I,6­
bisfosfato. 
La F-1,6-P^ se determinó por el método de Michal y Hans-0tto Beutler (1974). 
Este método sirve para la determinación espectrofotométrica de la dihidroxiacetona 
fosfato, la fructosa-l,b-bisfosfato y el gliceraldehido-3-fosfato debido a que usa la 
misma reacción. Los tres sustratos pueden ser determinados cuantitativamente en 
sucesión por un único procedimiento. La fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa escinde la 
fructosa-l,ó-bisfosfato en gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y dihidroxiacetona fosfato 
(DAP). La triosafosfato isomerasa (TIM) cataliza el equilibrio entre la GAP y la DAP. 
La glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GDH) cataliza la reducción de la DAP con el 




(1) F-1,6-P^ ^DAP+GAP 
^/ TIM 
(2) GAP^ DAP 
r GDH 
(3) DAP + NADH + H^ ^ Glicerol-3-P + NAD 
La sucesión de la reacción procede rápidamente con un exceso adecuado de 
NADH y concentraciones de enzima adecuadas. Este método mide el descenso en la 
extinción a 340nm asociado a la oxidación del NADH. Se oxidan 2 moles de NADH 
por mol de F-1,6-P,. La inclusión de la reacción triosafosfato isomerasa (2) incrementa 
la sensibilidad de la determinación. Uniendo las reacciones (1)-(3) se obtiene la 
siguiente ecuación: 
(4) F- I,6-P^ + 2NADH + 2H'^ 2-Glicerol-3-P + 2NAD' 
Reactivos: 
• Carbonato potásico (K^C03) 2,5 M 
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• Acido perclórico 1 M 
• Tampón trietanolamina 0,4 M; pH 7.6 
• Dinucleótido de nicotinamida-adenina reducido (NADH-Na,) 
• Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GDH) 
• Triosafosfato isomerasa (TIM) 
• Aldolasa 
Procedimiento: 
Se pipetearon, directamente en cubetas de 1 cm de recorrido óptico, I,5 mL de 
tampón trietanolamina y I,5 mL de la muestra desproteinizada, a continuación se ajustó 
a cero el espectrofotómetro. Posteriormente se añadieron 0,01 mL de la solución de 
NADH-Na^, se mezcló bien, se mantuvo a temperatura ambiente y se leyó la extinción 
inicial Ei dos o más veces a intervalos de tiempo de 3 minutos. La primera reacción 
comenzó cuando se añadió 0,01 mL de la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, se 
mezcló bien, se mantuvo a temperatura ambiente y después de que la reacción terminó, 
al cabo de 5-7 minutos, se leyó la extinción E^ varias veces a intervalos de 3 minutos. 
En el caso de que se quisiera determinar la dihidroxiacetona fosfato (DAP), habría que 
hacer los siguientes cálculos: 
DEo,^P = Ei - E^ 
DAP (µmol/mL) = 4Epqp x 0,324 
DAP (mg/mL) = DEe:^^ x 0,550 
La segunda reacción tuvo lugar cuando se añadieron 0,01 mL de la enzima 
triosafosfato isomerasa, se mezcló bien, se mantuvo a temperatura ambiente y después 
de que la reacción terminó, al cabo de 3-5 minutos, se leyó la extinción E; varias veces 
a intervalos de 2 minutos. Si se desea determinar el gliceraldehído-3-fosfato (GAP) hay 
que hacer los siguientes cálculos: 
DE^.aP = E^ - E:
 
GAP (µmol/mL) = DEo;^N x 0,325
 
GAP (mg/mL) = AEo,^p x 0,0552
 
La tercera y última reacción comenzó al añadirle 0,01 mL de la enzima aldolasa, 
se mezcló bien, se mantuvo a temperatura ambiente, y, después de que la reacción 
hubiese transcurrido, después de 6-9 minutos, se leyó la extinción Ea varias veces a 
intervalos de 3 minutos. A continuación, se realizaron los siguientes cálculos para 
determinar la fructosa-l,6-bisfosfato (F-1,6-Pz): 
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DEF-i.o-r, = E^- Ea
 
F-1,6-P^ (µmol/mL) = 4EF_i,b-r^ x 0,163
 
F-1,6-P^ (mg/mL) = 4Ei:_i.b_r^ x 0,0554
 
7.7. Determinación de la actividad aldolasa 
EI test colorimétrico de Roe según Richards y Rutter ( 1961) permitió detectar la 
fructosa-l,6-bisfosfato formada a partir de la dihidroxiacetona fosfato y el 
gliceraldehido-3-fosfato en presencia de la aldolasa. Se preparó una mezcla que 
contenía 25 µmoles de glicilglicina, 0,5 mg de BSA (seroalbúmina bovina), 2 µmoles de 
dihidroxiacetona fosfato, 0,7 µmol de gliceraldehido-3-fosfato, 50 µmoles de acetato 
potásico y cantidades variables del extracto proteico en un volumen total de 0,5 mL. La 
reacción se inició por la adición del extracto proteico. Después de incubar la reacción 
durante 1 minuto a 25°C se paró añadiéndole 1,75 mL de HCI al 30%. A continuación, 
se añadieron 0,25 mL del rectivo tiourea resorcinol (0,1 % resorcinol y 0,25% tiourea en 
ácido acético glacial) resultando un volumen total de 2,5 mL. Las muestras se 
calentaron a 80°C durante 10 minutos y se enfriaron a temperatura ambiente. La 
absorbancia a 520 nm fue medida utilizando como blanco un control no incubado y 
frente a una recta patrón de 0,015 a 0,15 µmol de fructosa-l,6-bisfosfato. Se empleó el 
programa informático StatGraphics Plus para calcular la ecuación de la recta de 
calibrado y a partir de la ecuación se determinó la actividad aldolasa de cada muestra. 
La actividad aldolasa se expresó como los µmoles o nmoles de fructosa-l,6-bisfosfato 
aldolasa producida en 1 minuto por µg de proteína en las condiciones de ensayo. 
8. PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
Se realizó la purificación de la proteína K1Fbalp de la levadura K. lactis 
expresada en la cepa BL2/(DE3) de la bacteria E. coli basada en la afinidad existente 
entre la secuencia de histidinas del vector pET21d ( que deben estar "in jrame" con la 
secuencia codificadora de la proteína a expresar) y un metal iónico inmovilizado 
(generalmente Ni'i). EI agente quelante más empleado es el ácido nitriloacético (NTA, 
Novagen) que tiene cuatro sitios disponibles para la interacción con los iones metálicos. 
Para la preparación de la resina Ni'`-NTA se empleó aproximadamente 1 mL de resina 
por litro de medio de cultivo bacteriano. La resina se centrifugó durante 30 segundos en 
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la microcentrífuga, se eliminó el sobrenadante y se lavó una vez con tampón de lisis 
(SOmM NaH,PO^ pH8,0; 300 mM NaCI; 5 mM ^3-mercaptoetanol; inhibidores de 
proteasas: Smg/mL Aprotinina, Smg/mL Antipaina, Img/mL Antipaina (sin EDTA) y 
0,1%Tritón X-100). EI precipitado celular procedente de un litro de medio de cultivo se 
resuspendió en 80-100 mL de tampón de lisis y se lisó empleando un sonicador. Las 
células se centrifugaron a 15.000 r.p.m. durante 1 hora. EI sobrenadante se filtró, se 
retiró una alícuota para su análisis posterior y se le añadió la resina. Se agitó 
suavemente durante I hora a 4°C. Posteriormente se añadió la mezcla de lisado soluble 
y resina a una columna y se recogió el sobrenadante. Se lavó la columna con 10 mL de 
tampón 1( I M NaCI, 50 mM NaH^POa pH8,0) y se recogió el sobrenadante. Se lavó con 
tampón II (300 mM NaCI, 50 mM NaH^PO.^ pH8,0) y se recogió el sobrenadante. La 
proteína se eluyó con 2 mL de tampón de elución EI (20 mM Imidazol pH7,5; 50 mM 
NaH,PO^ pH8,0; 300 mM NaCI), E? (100 mM Imidazol pH7,5; 50 mM NaH^PO.^ 
pH8,0; 300 mM NaCI), E3 (250 mM Imidazol pH7,5; 50 mM NaH^POa pH8,0; 300 
mM NaCI) y E4 (500 mM Imidazol pH7,5; 50 mM NaH^PO^ pH8,0; 300 mM NaCI). 
Los sobrenadantes y eluídos recolectados se emplearon para la determinación de la 
actividad aldolasa o se guardaron congelados a-20°C en glicerol al 20% para la 
realización de experimentos de cristalización. 
9. CRECIMIENTO DE CRISTALES MEDIANTE EL MÉTODO DE 
LA GOTA COLGANTE 
Este método se empleó para el crecimiento de cristales a partir de la proteína 
K/Fbalp purificada. Se mezclaron, sobre un cubreobjetos ( previamente silanizado con 
diclorometilsilano al 2% en I,l,l-tricloroetano y lavándolos con agua y metanol al 
70%), 2,5 µL de la solución proteica con un volumen igual de la solución del reservorio, 
con lo que la concentración del precipitante en la gota es igual al 50% de la 
concentración óptima para cristalizar la proteína. Es importante asegurarse de que no se 
forman burbujas en la gota, ya que éstas pueden impedir la aparición de cristales. 
Rápidamente para evitar la evaporación, se invierte el cubreobjetos (permitiendo que la 
gota quede "colgando") y se coloca sobre un reservorio de solución precipitante, 
sellando el conjunto con grasa de silicona. Como el precipitante es el soluto mayoritario 
en la solución del reservorio, la difusión de vapor en este sistema cerrado resulta en una 
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transferencia neta de agua desde la solución de proteína (gota) a la solución del 
reservorio, hasta que la concentración del precipitante se iguala en ambas soluciones. 
A medida que entre ambas soluciones se establece el equilibrio, la proteína pasa 
gradualmente a condiciones de sobresaturación en la gota, lo que le Ileva a precipitar. EI 
tiempo necesario para que alcance el equilibrio entre las dos soluciones tiene una gran 
influencia sobre el resultado final, que puede ir desde un precipitado amorfo o de 
microcristales a la aparición de un monocristal de buen tamaño, así como a una amplia 
variedad de situaciones intermedias. 
La proteína debe ser lo más pura posible, ya que la presencia de contaminantes 
puede inhibir la formación del cristal, limitar su crecimiento o empeorar su calidad. 
Preferentemente debe usarse a una concentración de 10 mg/mL en un tampón en el que 
sea soluble y estable. EI tampón será lo más diluido posible para que afecte poco a la 
concentración salina final. 
Las gotas han de examinarse cuidadosamente con una lupa binocular una vez al 
día durante la primera semana, y una vez a la semana en el tiempo posterior. 
10. MÉTODOS ESTADÍSTICOS: DISEÑO DE PLANES 
FACTORIALES 
Frente a los enfoques experimentales basados en la búsqueda de condiciones 
óptimas por comparación de las respuestas que se obtienen al realizar series de 
experimentos variando en cada una de ellas los valores de sólo una de las variables que 
intervienen en el proceso, los diseños formalizados presentan no sólo la ventaja de 
economizar experimentación, sino también la de proporcionar una ecuación que permite 
describir cuantitativamente los efectos combinados y las posibles interacciones de las 
diversas variables relevantes. En nuestro laboratorio y a lo largo del desarrollo del 
presente estudio, se han aplicado diseños factoriales completos de primer orden a la 
optimización de la producción extracelular de (3-galactosidasa por S. cerevisiae en 
cultivos en suero de leche. Se estudió la influencia de cuatro variables (temperatura de 
incubación, aireación del cultivo, concentración de NaCI y tiempo de incubación), y sus 
interacciones sobre la respuesta. Una vez elegidas las variables, establecidos sus 
ámbitos experimentales ( dominios) y codificados sus valores extremos como +/ y-1 
(tabla M6), se construyó una matriz experimental en la que: 
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l.­ EI número de elementos de cada columna es igual al número de experiencias 
(2H, siendo H el número de variables). 
2.­ Cada variable debe tomar únicamente los valores extremos (+ / y-1) y, en 
cada columna, el número de valores en +/ y-/ deben de ser iguales ( es decir, 
cada variable debe de presentar igual número de valores en sus niveles 
superior e inferior). 
3.­ Debe de cumplirse la condición de ortogonalidad: el producto escalar de todos 
los vectores columna ha de ser igual a cero. 
Además de los experimentos implicados en dicha matriz, se realizaron asimismo 
al menos cuatro réplicas del punto central ( todas las variables en cero), a fin de 
determinar la variabilidad intrínseca del sistema. A continuación, los resultados 
obtenidos se utilizaron para la determinación de la ecuación del sistema y el análisis de 
su significación mediante el módulo de diseño experimental del programa Stutgruphics 
Plus: 
Tabla ^16: Dominios esperimentales de las variables y su codificacirin Ejemplo para un diseño dc 
tres variables. 
Vulorcodilicado L'1 l'2 t3 
J {'^n-d["^a 6',n-^/b:x^ t",n-d!'^n 
ll I'^n I'_-n I'rn 
^! 6'^n ^ dl'^u 6',n ^ dl :.^ l'rn ^ d!',o 
I ncrementos. 
I d6'^u dl:x^ tlt'^o 
Codificación: 6'c (l ñ-l"o/ d[ ñ 
Descodificación: {'n - ^'o* (dl'n*I'c) 
f'c­ Valor codificado 
l'n : Valor natural 
6'0 : Valor natural en el centro del dominio experimental 
dL'n : Incremento del valor natural correspondiente a un incrementu unidad del valor codificado 
La respuesta se visualiza representando la superficie definida por la ecuación 
(superficie de respuesta) a través de sus proyecciones sobre planos definidos por pares 
de variables. 
11. SOPORTE INFORMÁTICO 
Además del Microsoft OfTce XP Eclition 2002, se emplearon los programas 
informáticos que se citan a continuación. 
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I 1.1. Análisis de secuencias de ADN 
DNAsis HITACHITM. Programa utilizado para analizar secuencias de ADN 
resultando de gran utilidad para realizar mapas de restricción, búsquedas de estructuras 
secundarias o de regiones codificadoras. 
CHROMAS versión 1.45 (Conor McCarthy, School of Healter Science. Griffith 
University, Gold Coast Campus, Southport Queensland, Australia). Programa empleado 
para el análisis de los cromatogramas obtenidos en las reacciones de secuenciación 
automáticas del ADN. 
PICDI (Rodríguez-Belmonte e! al., 1996). Programa informático que permite 
calcular el uso de codones a través del índice ICDI (/ntrinsic C'odon Deviation /ndex) 
sin necesidad de conocer los codones óptimos de la especie. 
11.2. Diseño de oligonucleótidos sintéticos 
OLIGO (Go-Oli-Go^^^ versión 1.0. Pharmacia Biotech). Permite el diseño de 
oligonucleótidos sintéticos para luego ser sintetizados y empleados como cebadores en 
reacciones de secuenciación y de PCR. 
11.3. Análisis de homologías de secuencias de genes 
NCBI (Nationa! Center for Biotecbnology Information). Dentro de esta página 
de internet se encuentra alojado PubMed, una base de datos de publicaciones que 
permite hacer búsquedas bibliográficas por tema, autor, palabra clave,... Esta página 
permite además buscar secuencias de ADN, proteínas, EST.c (Expressed Segzrence 
Tags),... de diversos organismos y realizar análisis de búsquedas de homología y 
alineamientos entre dichas secuencias y otras secuencias que nosotros le introduzcamos. 
La dirección de internet de esta página es la siguiente: http:"www.ncbi.nlm.nih.v^. 
SGD (Sacclraromyces Genome Database). Base de datos de la levadura 
Saccharomyces cerevisiae, permite consultar información acerca de cualquier gen de 
esta levadura y hacer análisis de secuencias comparándolas con las de su base de datos. 
Su dirección de internet es la siguiente: http: `^^enome­
^^ ^^ ^^ .stant^xd.edu Saccharom^ ccs . 
128
 
MA"I^F.RIALES Y MÉ"I^ODOS 
CENOSCOPE. Base de datos del genoma de una gran cantidad de organismos, 
entre ellos levaduras (Genolévures), donde se encuentra el de Kluvveromyces lactis. Su 
dirección de internet es la siguiente: http:^ ^^s^^^w. ,^^en^^sc^^pe.cns.f'r^. 
Candida DB. Base de datos de SGD donde se almacenan datos de interés acerca 
de la levadura Candida albicans, al igual que en .SGD, permite realizar análisis 
comparativos de una secuencia que propone el usuario con las secuencias de su base de 
datos. Su dirección de internet es la siguiente: http:^^^^^enolist.pasteur.fr-('andidaDt3-. 
ExPASy (Expert Protein Analysis ^^stem). Servidor de biología molecular del 
S/B (Swiss /nstitute of Bioinformatics) donde se encuentran alojadas una gran variedad 
de herramientas para el análisis de proteínas. Algunas de las empleadas en este trabajo 
son el ClustalW de EB/ (European Bioinformatics Institute), ProtParam Too/, PSORT 
//, iP.SORT,... Su dirección on line es la siguiente: http: 'us.e^pas^ .^^r^^. 
PDB (Protein Data Bank). Base de datos de proteínas donde aparecen 
programas que permiten analizar la estructura secundaria de la proteína problema y 
ofrecen la estructura tridimensional de la proteína más homóloga a ella que haya sido 
cristalizada y pertenezca a su amplia base de datos. EI programa empleado en este 
trabajo fue el 123D+. Su dirección de internet es la siguiente: http: w^^^^.resb.or^^^dh . 
11.4. Búsqueda de secuencias consenso de factores transcripcionales 
La predicción de las secuencias consenso de unión a factores transcripcionales 
en promotores de genes se realizó empleando los siguientes programas informáticos: 
TFSEARCH Search ResultTM. Su dirección en internet es la siguiente: 
http:!^-'ww^^^.ebrc.jp^^research, db^^ I^FSEARCH.html. 
TRANSFACTM Matlnspector versión 2.2. Su dirección en internet es la 
siguiente: http:^"^^transfac.^,bEde^^c^,i-bin^matSearch'matsearch?^.^^1. 
YEAST TOOLS. Su dirección en internet es la siguiente: 
http:^:^www.ucmb.ulb.ac.be;bioinformatics-^rsa-toul^ . 
11.5. Tratamiento de imágenes 
Adobe®Photoshop versión 5.0. LE. Programa informático que permite el 
tratamiento de las imágenes escaneadas, en este trabajo se empleó para las 
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autoradiografias escaneadas de los experimentos de Northern blot y para las placas Petri 
escaneadas en las que se habían resembrado las levaduras. 
Kodack Digital Science 1D. Programa informático que no sólo permitió 
fotografiar el ADN ó ARN de los geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio sino 
que también permitió la cuantificación del ADN. 
ImageMaster Total Lab, ver.2.00. Programa informático de Amersham 
Biosciences que permitió realizar análisis de densitometría a partir de geles SDS-PAGE. 
11.6. Análisis estadístico 
StatGraphics Plus para Windows (Statistical Graphics Corporation) versión 
2.1. Programa informático que permitió el análisis estadístico de los datos de 
cuantificación de los estudios de Northern blot y de los ensayos de actividad enzimática 
y determinación de concentraciones proteicas. Además, permitió construir las matrices 
experimentales de los planes factoriales y, a partir de los resultados obtenidos, elaborar 
una ecuación que definió el comportamiento del sistema estudiado, el ajuste del modelo 
al sistema y crear una superficie definida por la ecuación (superficie de respuesta). 
GraphPad Instat. Programa informático que permitió el análisis estadístico de 
los resultados obtenidos. 
11.7. Análisis gráfco 
Los programas informáticos empleados para el análisis gráfico de los resultados 
fueron el Microcal Origin versión 5.0. y el FpWin versión 2.2.a. 
11.8. Análisis cuantitativo de los niveles de expresión 
Image Quant versión 5.0. Programa informático empleado para la 
cuantificación de los niveles de expresión de las pantallas de fósforo de los 
experimentos de Northern blot radiactivos. 
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1. Clonación de genes a partir de una genoteca empleando la técnica de 
DCbyPCR 
La estrategia que se describe a continuación se ha desarrollado en nuestro 
laboratorio ( Díaz-Prado et al., 2004) para el aislamiento de clones de interés a partir de 
una genoteca cuando sólo se disponía de una parte de la secuencia. Realmente hemos 
desarrollado esta estrategia porque otras técnicas clásicas de clonación de genes como 
son la hibridación de colonias, la clonación por complementación o la clonación por 
PCR a partir de cebadores diseñados en base a las secuencias de genes homólogos de 
otros organismos, resultaron infructuosas previamente. Por ello, en nuestro grupo de 
trabajo, surgió la necesidad de desarrollar un método o una estrategia nueva para poder 
solventar este problema. En este sentido se desarrolló la estrategia (DCbyPC'R) que nos 
permitió clonar de forma rápida varios genes que eran objeto de estudio. 
Esta estrategia, denominada DCbyPCR (discriminación de grupos por PCR), es 
una alternativa no radiactiva a la hibridación de colonias. A partir de la implementación 
de la tecnología del ADN recombinante, clonar genes de interés constituye el primer 
paso crucial para su uso con fines básicos y aplicados. Si un determinado gen no puede 
ser clonado por complementación de un mutante o por técnicas de hibridación usando 
como sonda genes afines, entonces es esencial tener disponible alguna información 
acerca de su secuencia, no obstante esta información puede estar restringida. Hoy en 
día, aunque todavía son pocos los genomas microbianos que han sido secuenciados 
completamente, para la mayoría se está usando la estrategia de secuenciar parcialmente 
y al azar el genoma ( Feldman, 2000), las bases de datos contienen abundantes RSTs 
("Random Seguenced Tags"). Generalmente las únicas fuentes disponibles para clonar 
genes son estos RSTs de los genes de interés o genes homólogos de especies afines. Una 
aproximación clásica en estos casos es la hibridación de colonias con sondas marcadas 
de secuencias conocidas o de regiones conservadas. Sin embargo, esta técnica es tediosa 
y con frecuencia da origen a muchos candidatos positivos que posteriormente resultan 
ser falsos positivos. 
La estrategia DCbyPCR y la disponibilidad de una genoteca permite el 
aislamiento de clones que contienen el gen de interés en menos de una semana. 
Nosotros empleamos esta estrategia para genotecas de levaduras en plásmidos, en 
concreto se empleó una genoteca de la levadura K. lactis en el vector KEp6, pero este 
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procedimiento puede ser generalizado a otros organismos y a otros tipos de genotecas. 
Básicamente, usando la PC'R, la presencia de un clon de interés se determina en grupos 
de extracción de ADN plasmídico a partir de un "poof' de colonias bacterianas que 
portan los clones de la genoteca. En cada caso, el grupo que da una banda positiva por 
PC'R es seleccionado y luego los componentes de este grupo son usados separadamente 
como moldes para nuevas reacciones de PCR hasta Ilegar al clon aislado de interés. Una 
ventaja importante de este método es que no requiere una reamplificación de la 
genoteca, es decir, la genoteca se siembra en placa una vez y luego se analizan las 
placas que se han replicado, esto es mejor que realizar varias veces aislamiento de ADN 
plasmídico, análisis por PCR, diluciones seriadas y retransformación. La efectividad del 
método DCbyPCR fue demostrada en nuestro grupo de investigación llegando a aislar 
hasta once clones de genes distintos (de los cuales he participando activamente en siete 
de ellos) a partir de tres genotecas diferentes. Previamente se habían realizado intentos 
para clonar varios de estos genes por otros procedimientos pero habían fracasado. 
Para optimizar la técnica se realizó una transformación de prueba por 
electroporación de la línea DH I OB de E. coli con I µl de ADN de la genoteca de K. 
laclls en el vector KEp6. Esta transformación sirvió para determinar la eficacia de la 
transformación y por tanto, el número de transformaciones que es necesario realizar 
para conseguir los como mínimo 20.000 transformantes que aseguran la presencia de al 
menos una copia de cada uno de los clones representados en la genoteca (James et al., 
1996). A partir de los resultados obtenidos y, tras los cálculos correspondientes, se 
decidió Ilevar a cabo ocho transformaciones y cada una de ellas se sembró en cinco 
placas. Posteriormente, una vez obtenidos los transformantes, se realizaron dos réplicas, 
mediante la técnica del replica-platting, ver sección materiales y métodos (Miller, 
1992), de cada una de las placas. 
Cabe destacar que en este método, es de gran importancia que las colonias crezcan 
aisladamente dentro de la placa, tanto para que las réplicas sean representativas como 
para que en días posteriores la colonia de interés, es decir, la que porte el clon con el 
gen que estamos buscando, pueda ser rescatada y aislada de la placa. Por este motivo, el 
tiempo de crecimiento en placa después de la transformación es el mínimo necesario, 
con el fin de evitar el solapamiento de unas colonias con otras. Las réplicas de la placa 
se emplearon para Ilevar a cabo las sucesivas extracciones de ADN, guardando la placa 
con las colonias originales en la nevera a 4°C para su posterior utilización. En la figura 
I. I se muestra un esquema de esta estrategia. 
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1: Verificación de que la genoteca e^^ 
contiene el gen de interés y que los ^^^^^F-^^ Geco` 
cebadores amplifican sólo la banda 1^gg = ^-KIGLRI 
específica y deseada. M 
2: Amplificación de la genoteca 
y replicación en placas. Se 
realiza una minipreparación de 




3: PCRs con grupos de 5 
minipreparaciones como 
Gen^teca 














4: PCRs con las minipreparaciones 
individuales del grupo positivo 
como molde de la reacción. 
M
 
5: Sectorización de la placa
 












6: Siembra de las colonias 
bacterianasindividuales delsector 
positivo. Una minipreparación por 
colonia. PCRs con estas 
^ minipreparaciones como molde. M 
7: Aislamiento de colonias del 
candidato positivo. Verificación 
final por PCR y secuenciación. 
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^^ ^o^ 
^Q ^ ^y ^^ O h ^•^,
^ ^• ^• ^ ^• ^^ ^a 
1000 ­
700 - «
 w ^KIGLRI 
/
 
yti 5`^ y° 
^^ ^o. 
ír\ti`^ ti,y ti^ ti^ c,^c 
1000 ^ ^ 700 ; r ♦ K/GLR1 
\ 
o^ ^o^ti^ ^^Q 
0oc 
- -- ^#zaoa 
r ^ `^ ^1000KIGLR^^,,,r 
Figura LL: Esquema de la estrategia DCh1^PCR. Discriminación de grupos por P('R (Díaz 
Prado e! al.. 2004), mostrando la clonación del gen A/GLRI como ejemplo. Los productos de P('R fueron 
visualizados en geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio. Se muestran también los candidatos 
negativos en los que no se produjo reacción. M es el marcador de 50 a 1000 pb de pesos moleculares de 
BioWhlttaker Moleca^lar Applicarrons en pares de bases exeepto en el apartado 7 en donde se empleb el 
marcador XVII de Roche. 
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I Es necesario empezar con una genoteca que contenga el gen de interés y un 
par de cebadores diseñados para amplificar por PCR una parte de la secuencia de este 
gen. En este ejemplo, se empleó una secuencia parcial de K. lactis que es homóloga al 
gen GLR1 de S. cerevisiae para diseñar un par de cebadores que amplificaban una banda 
de 789 pb. Esta secuencia está disponible en la base de datos de nucleótidos (Números 
de Acceso: AL429479, AL429280 y AL427879) sometida por Genoscope como una 
parte del programa de secuenciación al azar del genoma de la levadura K. lactis 
(www.eenoscope.cns.frl. La amplificación tiene que ser específica. La primera 
precaución es verificar si los cebadores hibridan en el vector usado para construir la 
genoteca en cuyo caso se obtendrían bandas inespecíficas por PC'R (figura 1.l .1). 
Además, se empleó ADN genómico como molde de una reacción de PC'R que se 
utilizaría como control positivo. Adicionalmente, la banda del tamaño esperado que se 
obtuvo por PCR cuando se empleó la genoteca como molde se secuenció. 
2. EI primer día la genoteca se amplificó para obtener colonias bacterianas 
individuales. EI número de colonias depende del tamaño del genoma y de los insertos de 
la genoteca. En este ejemplo, obtuvimos aproximadamente 40.000 colonias bacterianas 
individuales por electroporación, distribuidas en 40 placas Petri. EI segundo día las 
placas Petri individuales que contenían las colonias bacterianas se replicaron dos veces 
con terciopelos (Miller, 1992). EI tercer día se extrajo el ADN plasmídico ­
minipreparación (Sambrook et al., 1989)- a partir del segundo conjunto de réplicas (C), 
es decir, a partir del conjunto de colonias bacterianas encontradas en cada placa Petri. 
Se realizó una minipreparación de ADN plasmídico por cada placa Petri (figura I.1.2). 
3. Las alícuotas procedentes de cinco minipreparaciones se mezclaron y los 
ocho grupos, cada uno de los cuales contienen las cinco minipreparaciones, se usan 
como ADN molde en reacciones de PC'R con los cebadores que amplifican 
específicamente una parte de nuestro gen de interés. En este ejemplo, se obtuvo una 
banda positiva del tamaño esperado en el grupo 6(figura 1.l .3). 
4. Se realizaron nuevas reacciones de PC'R con los mismos cebadores pero 
usando como ADN molde las cinco minipreparaciones individuales que previamente se 
habían mezclado en el grupo 6 y que había dado la banda positiva. La minipreparación 
que dio la banda del tamaño esperado permitió la identificación de la placa Petri que 
contenía el clon de interés. En este ejemplo fue la placa Petri 6.4 (figura 1.1.4). 
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5. EI cuarto día la placa Petri fue analizada por sectores, es decir, se dividió en 
varias partes, a las cuales se les extrajo el ADN plasmídico, mezclando todos los clones 
bacterianos de un mismo sector. La primera réplica (B) fue la que se usó para este 
propósito. Las reacciones de PCR se Ilevaron a cabo usando cada minipreparación de 
cada sector de la placa como ADN molde. La minipreparación que dio la banda del 
tamaño esperado permitió la identificación del sector de la placa Petri que contenía el 
clon de interés. En este ejemplo, hemos dividido la réplica B de la placa Petri 6.4 en 
cuatro sectores, la banda positiva se obtuvo en el sector I(figura I.I .5). 
6­ Las colonias bacterianas individuales de este sector de la placa Petri original 
(6.4 S 1) se resembraron individualmente y se hicieron extracciones individuales de 
ADN plasmídico. EI quinto día se realizaron reacciones de PCR utilizando el ADN de 
estas minipreparaciones individuales como molde. La minipreparación que dio la banda 
del tamaño esperado permitió la identificación de la colonia bacteriana que contenía el 
clon de interés. En este paso, si en el sector positivo de la placa Petri hay muchas 
colonias, se sigue la estrategia de agrupamiento de minipreparaciones para las 
reacciones de PCR. En el ejemplo, había aproximadamente 200 colonias en el sector 
positivo. La banda positiva se obtuvo en la minipreparación de la colonia 22 (figura 
1.1.6). 
7. EI paso final, que se realizó el sexto y séptimo día, consistió en aislar 
colonias (Miller, 1992) a partir del candidato seleccionado, posteriormente fue 
verificado nuevamente por PCR y secuenciado. En este ejemplo, todas las colonias 
aisladas a partir de la colonia 22 que fueron analizadas dieron la banda positiva por PCR 
(figura 1.1.7). La secuenciación de uno de estos clones confirmó que contenía el gen 
que estábamos buscando: KIGLRI. 
Durante la realización del presente trabajo, empleando este método, se han 
aislado y secuenciado varios clones. En concreto he participado en la clonación y 
secuenciación de los siguientes genes de interés que se han depositado en la base de 
datos EMBL con los números de acceso que se citan: 
[1] EI gen­ FBA1 de K. lactis que codifica para la fructosa-l,6-bisfosfato 
aldolasa. Clave de Acceso: AJ272114. 
[2] EI gen­ NDII de K. lactis que codifica para una NADH deshidrogenasa 
mitocondrial interna ( ubiquinona). Clave de Acceso: AJ496545. 
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[3]­ EI gen TRR/ de K. lactis que codifica para la tiorredoxina reductasa. Clave 
de Acceso: AJ504413. 
[4]­ EI gen XYL1 de K. lactis que codifica para la xilosa reductasa. Clave de 
Acceso: AJ504413. 
[5] EI gen­ NDE1 de K. lactis que codifica para una NAD(P)H deshidrogenasa 
mitocondrial externa. Claves de Acceso: AJ496546. 
[6] EI gen­ GLR1 de K. lactis que codifica para la glutatión oxidorreductasa. 
Clave de Acceso: AJ504414. 
[7]­ EI gen RPS6 parcial de K. lactis que codifica para una proteína ribosomal S6 
(40S). Clave de Acceso: AJ504414. 
A continuación, en la presente memoria, se abordará un estudio más exhaustivo 
de los genes KIFBAI y KIND/I que codifican para la fructosa-l,6-bisfosfato y para la 
NADH deshidrogenasa mitocondrial interna ( ubiquinona) respectivamente. En la 
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2. ESTUDIO DEL GEN FBA1 DE Klu^weromyces lac•tis 
2.1. Clonación y secuenciación del gen FBA/ de Klu^weronryc•es h^c•tis 
La creciente utilización de la levadura K. lactis, en investigación e industria, ha 
generado interés por la obtención de la secuencia completa de su genoma con el fin de 
disfrutar de una base de datos como la que ya existe para S. cerevisiac. Pero además de 
ello, nuestro interés por estudiar el gen de la fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa radica en el 
papel clave de esta enzima en el metabolismo respiro-fermentativo de las levaduras, así 
como en la posibilidad de interrumpir el gen, debido a que las características 
metabólicas de la levadura K. lactis permiten bloquear pasos de la primera parte de la 
vía glucolítica sin comprometer la viabilidad celular. EI bloqueo de la transformación de 
fructosa-l,6-bisfosfato en triosas, catalizada por la enzima aldolasa, permitiría la 
acumulación de este producto de grandes aplicaciones farmacológicas. La clonación del 
gen FBA/ de K. lactis se abordó empleando la estrategia de la DC'hvPCR (Díaz Prado et 
al., 2004) descrita en el capítulo anterior. Cuando se empezó este trabajo no 
disponíamos de datos de la secuencia del gen de K. (actis pues todavía no se había 
puesto en marcha el proyecto Genos•cope de secuenciación al azar de genomas de 
levaduras. Por tanto, en un primer lugar, se diseñaron dos cebadores (SCALD-U I y 
SCALD-LI, tabla M4 Materiales y Métodos) tomando como referencia la secuencia de 
S. cerevisiae. Estos cebadores permitieron amplificar por PC'R, empleando ADN 
genómico de S. c•erevisiae como molde, un fragmento del tamaño esperado, 826 pb, del 
correspondiente gen FBA1 de esta levadura, el cual ya había sido clonado por 
Schwelberger et al. (1989). Este fragmento se corresponde con una región interna de la 
ORF (YKL060c). Estos cebadores también amplificaron un fragmento con un tamaño 
muy similar, 787 pb, cuando se empleó ADN genómico de K. lactis como molde (figura 
2.1). Los ADNs así obtenidos se marcaron con digoxigenina y se utilizaron como sonda 
en experimentos de So:^thern blot con ADN genómico de K. lactis digerido con 
diferentes enzimas de restricción. Una vez que se pusieron a punto las condiciones en 
función del grado de estringencia, se comprobó que se producía una hibridación 
heteróloga específica, lo que es indicativo de la existencia de homología entre los genes 
de ambas levaduras (figura 2.2). Este fragmento de 787 pb se clonó en el vector 
comercial pGEM-T-Easy y se secuenció. En la figura 2.3 se muestra la secuencia 
nucleotídica de este fragmento clonado por PCR. 
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Figura 2.1: Electrotixesis en gel de agarosa 
1 2 3 4 teñido con bromuro de etidio v_ visualizado a la luz 
U.V. I y 4 son el marcador de pesos moleculares de 
500 a 5000 pb de Bio <1 hittaker ,^9otecutar 
Applications. 2 es el fragmento de ADN de 826 pb
^ ^
 
ampliticado a partir de ADN genómico de la cepa1000 pb-^..--^^1000 pb 
aGH I de S. cerevisiae. 3 es el fragmento de ADN de 
500 pb -+ ^ ^^ 500 pb 787 pb amplificado a partir de ADN genómico de la 
cepa Y I 140 de K. lactis. 
1 2345 6 78 ^ 12345678A 
^; 
23130 pb.... l^ ^1 23130 pb
9416 pb..^ 1 1' 9416 pb ^
 
6557 pb•-^ j
 ^^4500 b 6557 pb4361 pb-♦ ^; p 4361 pb t
 
l ^^-2500 pb ^
 
Figura 2.2: Soidhern blots. En la hibridación se utilizó una sonda de 826 pb correspondiente a 
una regicin intema de la ORF del gen FBAI de la levadura S. cerevisiae en A y una sonda de 787 pb 
correspondiente a una región interna de la ORF del gen FBA1 de la levadura K. tactis en B. 1 es un 
control positivo de la hibridación ( la sonda no marcada). 2 y 8 son el marcador II y XVII de pesos 
moleculares marcados con digoxigenina de Roche. Del 3 al 7 ADN genómico de la cepa Y1140 de la 
levadura K. lactis digerido con diferentes endonucleasas de restricción, EcoR I, BamH I, Sa/ L aho I y 
Cta 1 respectivamente. Las sondas se marcaron empleando los reactivos suministrados con el kit Dig D;ti',-I 























Figura 2.3: Secuencia del fiagmento de 787 pb clonado (a partir de ADN genómico de una cepa 
salvaje de K. lactis) por PCR en el vector comercial pGEM-T-Easy. En esta secuencia no se incluyen los 
cebadores usados para la PCR pues son específicos de la levadura S. cerevisiae. 
Con la secuencia obtenida se realizó un análisis de tBlastX en la base de datos 
EMBL, obteniéndose un 77% de identidad y un 86% de positivos con la proteína 
KlFbalp de S. c•erevisiae. También se realizó un análisis de BlastN obteniéndose un 
84% de homología con el gen FBA1 de S. cerevisiae y homologías elevadas con genes 
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de la fructosa-l,ó-bisfosfato aldolasa de otros organismos como Schi^osurchurnnnres 
pombe (70%), Euglenu gracilis (67%), Nearospora crassa (69%) o Escherichiu cu/i 
(64%). Estos datos confirmaron que el fragmento génico clonado se correspondía a un 
gen codificante de la enzima fructosa-l,ó-bisfosfato aldolasa de K. luctis que se 
denominó KIFBAI. Además, dado el tamaño del gen en S. cerevisiae ( 1077 pb), se 
estimó que dicho fragmento abarcaba alrededor del 75% de una región interna de la 
ORF del gen KIFBAI de la levadura Kluyveromyces luctis. Esta secuencia se envió a las 
bases de datos de EMBL/GenBank/DDBJ (Número de Acceso: AJ272 I I 4). 
Esta ORF parcial del gen FBAI de K lacti.c que se acababa de clonar, se empleó 
como sonda en experimentos posteriores. En análisis de Northern blot, esta sonda 
hibridó con una única especie de ARN mensajero de aproximadamente I kb 
correspondiente al ARN de FBAI de K. luctis ( figura 2. 4). Se pudo observar también la 
existencia de hibridación cruzada entre esta sonda del gen FBAI de K. luctis y ARN y 
ADN genómico de S. cerevisiae y entre una sonda del gen FBA1 de .S. cerevisiue de la 
región equivalente y ARN y ADN genómico de K. lactis. EI resultado más destacado 
del análisis realizado empleando técnicas de Sotrthern blot con ADN genómico de K. 
(actis fue que esta sonda hibridó con un único fragmento EcoR I-EcoR I de 4,3 kb 
(figura 2.2). Este resultado nos hizo pensar que era bastante probable que la enzima de 
restricción EcoR I no cortase dentro de la ORF del gen KIFBAI. 
_ -^ Figura 2A: .^orlhern hlot ARN total dc 
!^" lactrs hibridado con una sonda de 7R7 pb 
correspondiente a una región interna de la 
6948 pb^ OXF del gen lBAI de la Icvadura. La sonda 
r, se marcó empleando los reactivos 
suministrados con el kit D^g D,ti'.I Lahehng2661 pb--^ 
and Derection (Roche) I es el marcador I 
de pesos moleculares marcado con 
digoxigenina de Roche. 2 y 3 conticnen 401517 pb-ĉ µg de ARN de la cepa Y I 140 dc la Ievadura 
575 pb^ K. laclrs crccida cn mcdio ti'PI) con glucosa 
al 2% comu IL^nlc Jc carb^^nu 
Durante nuestras investigaciones en el laboratorio para obtener un clon 
genómico con el gen entero que codifica para la fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa de la 
levadura K. lactis se emplearon varias técnicas diferentes que resultaron ser 
infructuosas, entre ellas la hibridación de colonias bacterianas (en la cual se Ilegó a 
emplear hasta seis genotecas diferentes de K. luctis), la PC'R anclada ( utilizando como 
cebadores complementarios a los específicos del gen, secuencias del MGS "M:rltiple 
^4^
 
RI-:SULTADOS Y DISCUSION 
Cloning Site" o sitio de clonaje múltiple de los plásmidos de las genotecas), la sub­
clonación en el vector pUCl8 de una banda única de 4,3 kb que se obtuvo mediante 
experimentos de Southern h/ot empleando ADN genómico de la levadura K lactis 
digerida con la endonucleasa de restricción EcoR I(figura 2?) y la PCR para ampliar (a 
partir de diferentes genotecas y utilizando como cebadores un oligo que anillaba dentro 
del fragmento de 787 pb que acabábamos de clonar y una mezcla de pequeños oligos 
degenerados), el clon KIFBAI. 
En enero de 2001, mientras se realizaba esta investigación, y como resultado del 
desarrollo del proyecto Genoscope de secuenciación al azar (Bolotin-Fukuhara et al., 
2000), se liberaron dos RSTs (Random Seyuenced Tags) de K. lactis (Números de 
Acceso: AL425074 y AL428787) que presentaban una gran similitud con la ORF de 
FBA1 de S. cerevisiae (YKL060c). Solapando las tres secuencias parciales disponibles 
de K. lactis, es decir, los dos RSTs y el fragmento de 787 pb que habíamos clonado, se 
obtuvo una secuencia que contenía una región promotora de 288 pb, una ORF de 1086 
pb y una región terminadora de l42 pb. En este momento fue de gran importancia el 
hecho de disponer de la secuencia del fragmento de 787 pb pues nos permitió poder unir 
los dos RSTs y obtener una secuencia continua del gen KIFBAI. 
En la figura 2.5 se muestra un alineamiento de tres secuencias que se 
corresponden con los dos RSTs ya solapados (ALs=AL425074+AL428787), el 
fragmento de 787 pb del gen KlFBA1 clonado en este trabajo mediante técnicas de PCR 
y la ORF del gen ScFBAI. 
Con los cebadores KLORFFBA 1 F, KLORFFBA I R, 5"GENFBA I y 
3"GENFBAI (tabla M4 Materiales y Métodos) se amplificó, empleando ADN 
genómico de K. lactis, la ORF completa de 1086 pb y la secuencia entera, incluida la 
región promotora y terminadora, de 1516 pb del gen KIFBAI. Ambas secuencias se 
clonaron en el vector comercial pGEM-T-Easy (figura 2.6). 
La reacción en cadena de la polimerasa o PCR permite clonar genes de una 
manera bastante rápida pero presenta un riesgo ya que las ADN polimerasas pueden 
introducir errores. Por ejemplo, se ha estimado que la Taq, por término medio, introduce 
un cambio de base cada 9.000 pb y un cambio en la pauta de lectura cada 40.000 pb, y 
el número total de errores aumenta con el número de ciclos. Como consecuencia de 
esto, y también para ampliar la secuencia del promotor y del terminador se decidió 
clonar el gen a partir de una genoteca, empleando la estrategia de la DCbyPCR (Díaz 
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Prado e[ al., 2004) y dos cebadores (KLORFFBA I F y KLORFFBA I R, tabla M4 
Materiales y Métodos) como se describe en el siguiente apartado. 
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ALa CGATTTCGGTGTCGTAAAGGTCAACTTGGATACTGACTGTCAATTCGC"CTA^'1'^. .;i;GG 899
 































Figura 2.5: Alineamiento de tres secuencias nucleotídicas en donde Al.s se corresponde con los 
dos RSTs ya solapados IALs=AL42i074+AL428787). PC'R es el fragmentu de 787 pb del gen 1^7FB.d1 
clonado mediante técnicas de PCR y Se es la ORF del gen ScFB.AI. 
143
 
Ki^sl^l.^rADOS Y ^^iscusioN 
2 3 4 




1000 pb f-r+ ^^ 7g7 pb 
500 pb ^ ^ 
Figura 2.6: faectroforesis en gel de agarosa teñido con bromuro de etidio y visualizado a la luz 
U.V. I es el marcador XVII de pesos moleculares de Roche. 2, 3 y 4 son fragmentos de ADN obtenidos 
por PCR ( empleando como molde de la reacción ADN genómico de la cepa Yl 140 de la levadura h'. 
lactis y las siguientes parejas dc cebadores: KLALDO-UI y KLALDO-LI. KLORFFBAIR y 
KLORFFBAIF, y 9'GENFBAI y 3"GENFBAI respectivamente). clonados en el vector comercial 
pGF,M-T-Easq y digeridos con la endonucleasa de restricción EcoR L La banda de mayor tamaño (3018 
pb) se corresponde con el vector, las de menor tamaño se corresponden con las distintas secuencias del 
gen KIFBAI clonadas. 
2.1.1. Aislamiento de un clon de KlFBA1 en la genoteca KEp6 mediante DCbyPCR 
Como paso previo, se comprobaron diferentes genotecas de K. lactis para 
determinar si entre sus numerosos clones existía alguno que portase el gen KlFBA1. 
Para Ilevar a cabo este estudio se procedió a realizar unas reacciones de PCR con los 
cebadores específicos de KIFBAI mencionados previamente (KLORFFBAIF y 
KLORFFBAIR). Las genotecas comprobadas están construidas en los vectores pAB24 
(cedida por Dr. Dikson), YEp24 (cedida por Dr. Zitomer), YEplac 195 (cedida por el 
Dr. Grivell) y KEp6 (cedida por el Dr. Heinisch). Se demostró la presencia del clon en 
la genoteca construida en el vector KEp6 (figura 2.7.1). 
En primer lugar se realizaron 8 transformaciones de bacterias (DH-lOB) con la 
genoteca en KEp6, sembrando 40 (8x5) placas que se replicaron dos veces. A 
continuación, se extrajo el ADN de cada una de las placas réplica C y se realizaron 
reacciones de PCR usando como molde la mezcla de cinco minipreparaciones 
pertenecientes a una misma transformación para comprobar la presencia del clon. Se 
obtuvo un clon positivo en la mezcla número 6(figura 2.7.3). 
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ti^ ^°c `w°1: Verificación de que la ^d+ ,FE^F.?^6r ^4.^^ 
genoteca contiene el gen de 8^ á ^°^^ °`^ ^^^interés y que los cebadores +` ^^ c^ c^^° ^ ^ ^° 
amplifican sólo la banda 1^gÓ .- ^ ^ K/FBA1 
específica y deseada. 
Gençteca 
2:­ Amplificación de la 
ElecVt^roporación de E. coligenoteca y replicación en
 
placas. Se realiza una
 
minipreparacibn de 40x `Y
cada O-^O^( C ) 
^ /placa Petri del conjunto C de Replicado
réplicas. de piacas minipreparación 
v .,. o 
^Q có3: PCRs con grupos de 5 
^izaasa^s^° 
minipreparaciones como 
^ ; -♦ K/FBA1






^^ `o^4: PCRs con las 
minipreparaciones individuales ^ ^. ^. ^. ,°. ^. ^o^Q ^ ti ^ a h ^..





5: Sectorización de la placa ĉ4 S1 \Q^^ c<<°^ 
Petri positiva (replica S3®S2 ^ 5^ `^ti y^hya o0
minipreparación de B' los­ ^ K/F8A1iooo 






^ U ^^ `o^ 
6: Siembra de las colonias
 
bacterianas individuales del
 ít^^ ^^ ^ ^`' ^°c.. 
sector positivo. Una­ ^K/FBA11000 ' ^ 








7: Aislamiento de colonias del \Q^o^ ^^co^
 
candidato positivo. Verificación ^ o°
 
final por PCR y secuenciación. ^^^ ^^^^ ♦-K/FBA1
 
Figura 2.7: Esyuema de la estrategia U('hi^PCR. Discriminación de grupos por P('R ( Diar Prado 
et al., 2004), mostrando la clonación del gen K1FBAl. Los productos de P('R fueron visualizados en geles 
de agarosa teñidos con bromuro de etidio. Se muestran también los candidatos negadvos en los que no se 
produjo reacción. M es el marcador de 50 a 1000 pb de pesos moleculares de I^iuli'hitraker Afolecular 
Applicarions en pares de bases excepto en el apartado 4 en donde se empleó el marcador XVI I de Roche. 
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Posteriormente se realizaron reacciones de PCR con las minipreparaciones 
individuales pertenecientes al grupo que dio positivo en el paso anterior y se observó 
que dio positivo en la placa 6.4. de un total de 5. La réplica B de la placa positiva del 
paso anterior, se dividió en cuatro sectores y se realizó una minipreparación de cada 
uno, el ADN resultante sirvió nuevamente como ADN molde de una nueva serie de 
reacciones de PCR y se comprobó que el clon positivo se localizaba en el sector Sl de 
la placa 6.4. A continuación se resembraron las colonias del sector Sl y se realizaron 
minipreparaciones de cada una de ellas que sirvieron nuevamente para realizar más 
reacciones de PCR y poder comprobar finalmente cuál era la colonia que portaba el clon 
con la ORF de KIFBAI. Para mayor seguridad se procedió a realizar un aislamiento de 
colonias del candidato positivo, se extrajo el ADN plasmídico y se volvió a comprobar 
por PC'R que todas las colonias aisladas daban positivo. Para ello se emplearon tres 
parejas de cebadores que amplificaron tres fragmentos de 787, 1086 y 1516 pb (figura 
2.8). También, basándonos en un mapa de restricción del clon obtenido a partir de la 
secuencia, se procedió a digerir los fragmentos de PCR con endonucleasas de 
restricción que ya se sabía que cortaban dentro, verificando una vez más la presencia del 
gen KIFBAI en el clon (datos no mostrados). 
Figura 2.8: Comprobación por PCR de que el clon 
1 
... 
2 3 4 posi[ivo obtcnido mediante la estrategia de la DCbtP('R 
(Díaz Prado e^ al.. 2004) se corresponde con el gen KlFB.9! I 
es el marcador XVII de pesos moleculares de Roche. 2, 3 y 4 
son fragmentos de ADN obtenidos por PCR empleando eomo 
1500 pb ^^ I i ^ molde de la reacción ADN plasmídico del posible clon 
1000 pb 1 
^ 
positivo utilizando las siguientes tres parejas de cebadores: 
KLALDO-UI y KLALDO-LI, KLORFFBAIR y 
500 pb^^ KLORFFBA I F, y 5'GENFBA I y 3'GENFBA I 
respectivamente. 
2.1.2. Digestiones enzimáticas del clon KlFBA1 y secuenciación 
Una vez que se aisló el clon de interés, se secuenció utilizando un cebador 
marcado con fluorescencia que hibridaba dentro de la secuencia conocida. Esta 
comprobación fue completamente necesaria para asegurarse de que este clon contenía el 
gen de interés. La prueba fue positiva y se realizó con el cebador OMLKLFBAI-I 
(tabla M4 Materiales y Métodos). También, con el fin de obtener información del 
tamaño del inserto en el vector KEp6, se realizaron una serie de digestiones con 
endonucleasas de restricción EcoR 1, BamH I, Sa! 1, Nhe I, Sph I y digestiones dobles 
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con Sal I y Hind Ill, Nco I y Clu I, Nhc 1 y .Sph I y Nhe I y.Su! I Los resultados 
obtenidos ( datos no mostrados) sugirieron que el tamaño del clon no era muy superior al 
del clon ya disponible. 
A partir de este momento, se comenzó a secuenciar el inserto completo 
utilizando la técnica del DNA-it^a(kinK y para ello se diseñaron una serie de cebadores 
con el programa informático OLIGO. Se secuenció el gen completamente por las dos 
hebras, tanto la pauta abierta de lectura como las regiones promotora y terminadora. En 
la figura 2.9 se puede observar el fragmento secuenciado con todos los cebadores 
empleados para tal fin. Esta secuencia fue usada para actualizar la que se había enviado 
previamente a la base de datos EMBL Nucleotide .Sequence Dutubuse (Clave de Acceso: 
A1272114). 
Los resultados de la secuenciación y las digestiones mostraron que el inserto del 

































































Figura 2.9: Secuencia completa del gen Klh73Al con su promotoc la URl•^ (pauta abierta de 
lectural y el terminador. A lo largo de toda la secuencia se muestran los cebadores ( en ditircntes colores) 
udlizados para la secuenciación F:n negrita se representan los codones de inicio (A"I^GI ^ de terminación 
I^fAA) de la traducción 
I ^37 
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2.2. Análisis "in silico" de la secuencia 
La ORF del gen KlFBAI de 1086 pb se tradujo a proteína empleando el 
programa informático DNAsis (ver materiales y métodos). La proteína resultante 
presentó un tamaño de 361 aminoácidos. Con la secuencia de la proteína K/Fbalp se 
realizó una búsqueda de homología con el programa informático BlastP que aparece en 
la página de internet del NCBI. EI mayor índice de homología se obtuvo con la proteína 
que codifica el gen FBAI de S. cerevisiae (75% identidad y 86% positivos), pero 
además también obtuvimos homologías elevadas con la fructosa-l,ó-bisfosfato aldolasa 
de Schi_osaccharomyces pombe (66% identidad y 77% positivos), EaRlena grac•ilis 
(60% identidad y 73% positivos), Nezrrospora crassa (61 % identidad y 74% positivos) 
y Haemophihts in/luen^ae (53% identidad y 71 % positivos) entre otras (tabla 2.1). 
Tabla 2.1: Porcentaje de identidad entre la proteina KlFbalp de K. lactis y la de otros 
organismos del BlastP. 
Primer organismo Segundo organismo Identidad 
Khi}weromyces^ IucG.e Surchuromvc'es^ cerevi.ciae 75°'0 
Kluyveromyce.c lae7es Sc•hi_osacc•haromyces pombe 66% 
Kluyveromyces lactis Neuraspora crassa 61% 
Kluyveromyces lac•tis Euglena gracilis 60% 
Kluyveromyces• laclis Aspergillus ory_ae 56% 
Kluyveromyc•es lac•trs Haemophilus rnfluen_ae 53% 
Kluyveromyces lac•ris F_'scherichia e•o/i 52% 
La mayoría de los alineamientos se obtuvieron con la familia de aldolasas de la 
clase ll (figura 2.10). Esta familia está formada por aldolasas bacterianas y de hongos 
que unen zinc como cofactor. Los cuatro aminoácidos (His-108, His-1I I, Cys-112 y 
His-142) que en la aldolasa de E. coli han sido identificados como los que forman el 
sitio de unión a zinc (Berry y Marshall, 1993) están conservados en las proteínas de K. 
lactis y S. eerevisiae. 
Mediante la aplicación del programa de alineamiento múltiple ClustalW alojada 
en ExPASy (ver materiales y métodos), se ha realizado un análisis comparativo múltiple 
de la ORF del gen KIFBAI traducida a proteína con las secuencias de las proteínas 
aldolasas de otros organismos (figura 2.10). 
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RGSULTADOS Y DISCUSION 
De esta proteína se pudo determinar además, mediante el uso de la aplicación 
ProtParam Tool de ExPASy ( ver materiales y métodos) que su pl (punto isoeléctrico) es 
5,91, su Pm (Peso molecular) es de 39,6 kDa y su vida media in vivo estimada es de más 
de 20 horas. EI índice de uso de codones (/CDl "/ntrinsic Codon Deviation /ndex ") es 
bastante alto, 0,62 ( Rodríguez-Belmonte et al., 1996), lo que sugiere que esta enzima 
podría ser bastante abundante en células de tipo salvaje. Empleando el programa 
ExPASy también se predijo que la proteína KlFbalp es una proteína citoplasmática con 
una probabilidad del 94,1%. 
En la figura 2.1 1 se puede observar la predicción de la estructura secundaria de 
KlFbalp que se obtiene de la base de datos de proteínas cristalizadas en la página de 
internet PDB ("Protein Data Bank "). En esta página hay un programa denominado 
Structure Explorer que analiza la secuencia problema que se le introduce, definiendo su 
estructura secundaria y posteriormente busca, dentro de su base de datos de proteínas 
cristalizadas, cual es la que más se puede identificar con la que se somete. En este caso, 
la que aparece en primer lugar, con un 50% de identidad y 356 aminoácidos alineados 
de los 361 aminoácidos totales ( figura 2.12), es la aldolasa de clase II de E. coli (Blom 
et al., 1996). 
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Figura 2.l L Fstructura secundaria de la proteína K/Fbalp que predicen ditérentes programas
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Figura 2.12: Estructura tridimensional de la protcina cristalizada más parecida a la pmtcína 
K/Fbalp según el programa informático Srrucn^re F^plorer que se obtuvo en la página de internet Pl)8 
("Yrotein Dala Bank "). Esta proteína es la aldolasa de clase II de la bactcria E coli exprosada en F, colr 
2.3. Constatación funcional del gen KIFBAI 
2.3.1. Clonación del gen KlFBA1 de Kluyveromyces luctis en el vector pl^K-S11 y 
posterior expresión en Kluyveromyces lactis 
Una vez clonado el gen KlFBA1, el paso siguiente consistió en intentar 
demostrar que este gen realmente codifica para la fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa de la 
levadura K. lactis. Alefounder et al., (1989) y Schwelberger et al., (1989) entre otros, 
sobre expresaron el gen que codifica para la fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa de clase II 
de E. coli y S. cerevisiae respectivamente. En ambos casos, empleando un vector de alto 
número de copias, los niveles de actividad aldolasa fueron mayores en la cepa 
transformada con el vector conteniendo el gen a expresar que en la cepa que contenía el 
vector vacío. En este sentido, se procedió a la clonación del gen entero KlFBA1 con su 
región promotora y terminadora en un vector específico para su posterior expresión en 
la levadura K. lactis. EI vector elegido fue pUK-Sl I(Chen y Fukuhara, 1988). EI gen 
KlFBA1 se obtuvo tras digerir la construcción pGEM-T-Easy+KIFBA l con la enzima de 
restricción EcoR 1. Este fragmento se clonó en el sitio de clonaje múltiple EcoR 1 del 
vector pUK-S l 1(figura 2.13). 
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1 2 3 4 5 6 Figura 2.13: Electroforesis en gel de 
agarosa teñido con bromuro de etidio y 
visualizado a la luz U V 1 es el vector pUK-
SI I y 2 es la construcción pUK-SI1+ KtF'B.•11 
ambos digeridos con la endonucleasa de
^`^ ^^`1549pb^` ^ ^ restricción EcoR I 3 v 4 el marcador XVII de 
^. ^- 928 pb pesos moleculares de Roche. 5 es el vector 
pl1K-SII y 6 es la construcción pUK-SII+ 
^ 423 pb kIFB.^]1 ambos digeridos con la endonucleasa 
de restricción Hh^d I II. 
Una vez obtenida la construcción pUK-SI I+KlFBAI, se utilizó para transformar 
la cepa MW190-9B de la levadura K. lactis. Como control, se utilizó el vector vacío 
pUK-Sll para transformar la misma cepa de levadura. AI cabo de tres días, se 
recogieron los transformantes capaces de crecer en medio CM-URA y se les extrajo el 
ADN plasmídico. Este ADN plasmídico se digirió con diferentes endonucleasas de 
restricción hasta que se comprobó que contenían la construcción pUK-S I l+KIFBAI o el 
vector pUK-S 1 I (sólo en el caso del control). Las levaduras transformantes se 
cultivaron en medio CM-URA. Este experimento se realizó por duplicado pero 
recogiendo los cultivos a diferentes densidades ópticas. De cada cultivo se realizaron 
tres extracciones proteicas independientes; a partir de cada una de ellas se realizaron 
determinaciones de concentración de proteína y actividad aldolasa por triplicado. Los 
valores obtenidos de las actividades aldolasa son los que se muestran en la tabla 2.2. 
Tabla 2.2: Valores obtenidos de las actividadcs aldolasa e^presados en µmol F-1,6-Pz/µg 
proteínas x min como mediafdesviación estándar en medio CM-URA. en donde n es el tamaño de la 
muestra ( n° de repeticiones). 
MW'190-9B: pl^K-SIl (CONTROL) 
MW190-96: pUK-Sl1+KlFBA/ 
^afilNlnm cultivo `^etividad 
aldolasa 






O,i44 0,092f0,108 9 0,432 O.OIlt0,001 9 
,w 
RI^:1'IJ(' ^ ^ U_nnR ^ n_(^n^ ^^ ^ nn n nn^ ^ n tw ^ ^ ^^ 
AI transformar la cepa MW190-9B de la levadura K. lactis con la construcción 
pUK-Sl I+KIFBAI, era de esperar que el gen KIFBAI se sobre expresase y, por tanto, 
que se obtuviese mayor actividad aldolasa que en el control. Pero como se observa en la 
tabla 2.2, la actividad no se incrementó por sobre expresión del gen. 
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Debido a que al sobre expresar el gen KlFl3Al no se pudo constatar su 
funcionalidad, posteriormente se procedió a su clonación en un vector de expresión en 
bacterias con el fin de poder purificar la proteína K/Fbalp y verificar si tiene actividad 
aldolasa. La funcionalidad de este gen se demostró mediante purificación enzimática y 
no mediante ensayos de complementación porque la obtención de un haploide viable 
con esta mutación es muy dificil ya que es letal en S. cei•evisiue (http://genome­
www.stanford.edu/Saccharomyices/). 
2.3.2. Clonación del gen KlFBA1 de Kluyveromyces lactis en el vector de expresión 
pET21d y posterior expresión en Eschericl:ia coli 
En la actualidad, ya se han purificado numerosas aldolasas de diferentes 
organismos; las aldolasas de clase I de E. coli. Synechocjstis sp. (cianobacteria), 
Spermophihis lateralis (mamífero) (Thomson et a/., 1998; Nakahara et a/., 2003; 
MacDonald y Storey, 2002) y las aldolasas de clase 11 de E. coli, Svnechoét^stis sp., 
Thermus ayt^uticus (Plater et al., 1999; Nakahara et u/., 2003; Sauve y Sygusch, 2001) 
entre otras. Muchas proteínas han sido purificadas con una secuencia señal de seis 
histidinas en el extremo Gterminal, entre ellas; la R-galactosidasa de K. luctis (Kim et 
a/., 2003), la NADH:ubiquinona oxidorreductasa (complejo I) de Yai•^•ox^iu lipolyticu 
(Drose et al., 2002), la NADH deshidrogenasa de E. coli (Bjorklof el al., 2000) o los 
genes rnf (esenciales para la fijación del nitrógeno) de E. coli (Jouanneau et u/., 1998). 
En la presente memoria, para probar si el gen clonado expresa una proteína con 
la correspondiente actividad enzimática, K/Fbalp se expresó con una señal de 6 
histidinas en el extremo C-terminal adecuada para su purificación mediante 
cromatografia de afinidad en Ni-NTA (NoraKen). Para ello, a partir de la secuencia 
completa del gen que codifica para la proteína KlFbalp, se diseñaron dos cebadores 
(PFBA-R y EcopKIFBAI ) que nos permitieron amplificar la ORF del gen KlFl3A! con 
dos sitios de restricción en ambos extremos de la ORF, EcoR 1 y Xho L Como se 
muestra en la figura 2.14, este fragmento amplificado por técnicas de PCR se clonó en 
el vector comercial pGEM-T-Easy y se digirió con las endonucleasas de restricción 
EcoR I y Xho 1 para su posterior integración en el vector pET21d(+) (NovuKen). Este 
vector se empleó como vector de clonaje y expresión. Con esta construcción se 
transformó la cepa BL2l(DE3) (Novagen) de E. coli que se usó como huésped para 
expresar la proteína KlFbalp. A los transformantes resistentes a la canamicina se les 
153
 
RI^:SI iI.TADUS Y DISC'l ISION 
extrajo el ADN plasmídico que se analizó por técnicas de PC'R y por digestión con las 
endonucleasas de restricción EcoR I y Xho 1 para su confirmación. Además también se 
comprobó, por técnicas de secuenciación empleando el cebador T7 PROMOTER (tabla 
M4 Materiales y Métodos), que la ORF estaba en pauta de lectura con la secuencia señal 
de 6 histidinas en su extremo C-terminal. 
Para la expresión de la construcción pET21d-KlFbalp en la cepa BL21(DE3) 
(Novagen) de E. coli y con el fin de determinar en qué condiciones se obtiene más 
proteína KJFbalp, se ensayaron cuatro condiciones de cultivo. Se estudió el efecto de 
dos variables: concentración de IPTG ( Isopropil (3-D-tiogalactopiranósido) y el tiempo 
de inducción. Las condiciones ensayadas fueron las de la tabla 2.3, como control se 
empleó un cultivo sin inducir, es decir, sin añadirle IPTG. 
1 2 3 4 5 6 7
 
^ ^ r ^^ 5a113 pb 
1098 pb ^ĉ ^ •^ 11186 pb 
Figura 2.14: Electroforesis en gel de agarosa teñido con bromuro de etidio y visualizado al U.V. 
I es la construcción pGEM-T-[?asy-KlFbalp digerida con las enzimas de restricción EcoR I y aho I, 2 y 5 
son el mazcador XVII de pesos moleculares de Roche, 3 y 4 son el vector pET21d y la construcción 
pET21d-K/Fbalp digeridos con las enzimas de restricción EcoR I y ,^ho I. Por último, 6 y 7 son el vector 
pE"I'21d y la construcción pE"1^21d-KlFbalp digeridos con las enzimas de restricción Ava I y Ban^H I. Las 
bandas de mayor tamaño se corresponden con los vectores pGEM-"l-Fa_sy (3018 pb) y pET21d (5409 y 
5403 pb), las de menor tamaño se corresponden con la ORF (sin los codones A"I'G y TAA de inicio y 
terminación de la traducción) deI gen RlFBA1. 
I abla 2.3: Condiciones de cultivo ensayadas para la expresión del gen KlF8.4! de K lactr.r en la 





TE^iPERATI RA DF. 
INDliCC1ÓN 
1 I mM 4 h. 30"C 
2 0,1 mM 4 h. 30°C 
3 I mM 2 h. 30°C 
4 0,1 mM 2 h. 30°C 
Células de la cepa BL21(DE3) de E. coli, transformada con el vector de 
expresión pET2ld-KlFbalp se cultivaron en 100 mL de medio LB conteniendo 20 µg 
de canamicina/mL a 37°C con una agitación de 250 r.p.m. hasta que la D.O. a 600 nm 
I ^4 
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fue de 0,6. En este momento se retiró una alícuota de I ml, de cultivo (que sirvió de 
control no inducido, sin tratar con IPTG) y se dividió el cultivo en cuatro cultivos 
distintos cada uno de 25 mL. A cada uno de los cultivos se le ensayó una de las cuatro 
condiciones de inducción, mencionadas en la tabla 2.3, y se continuó la incubación a 
30°C durante 2 ó 4 horas, según la condición ensayada. Bajo estas condiciones, y 
mediante el análisis SDS-PAGE (figura 2.15), la fructosa-l,ó-bisfosfato aldolasa 
recombinante de K. lactis fue expresada mayoritariamente en la cuarta condición de 
inducción, es decir, a una concentración de IPTG de 0,1 mM durante 2 horas (figura 
2.15 pocillo 4). 
Figura 2.15: Glectroforesis en SDS-P:1GF., teñido con azul ('oonrassre " ('onmassre brrlhunr bGre 
(CBB)", de los distintos extractos proteicos crudos obtenidos a partir de las diférentes cundiciones 
ensayadas para determinar en qué condiciones se obtiene más proteína h7Fbalp. I es el extracto crudo 
obtenido del cultivo sometido a una concentración de IPTG de ImM durante d horas, 2 sometido a OJ 
mM durante 4 horas, 3 sometido a I mM durante 2 horas, 4 sometido a 0,1 mM durantc 2 horas, 5 es el 
control sin inducir ( sin IP"fG) y 6 es el marcador de pesos moleculares de proteínas ( Presrarned SDS-
PAGE Slandards Broad Range de Bio-Rad). 
A continuación se procedió a la expresión a gran escala de la proteína K/Fbalp 
mediante su inducción a 0,1 mM de IPTG durante 2 horas. Para ello se inoculó, con las 
células BL21(DE3) de E. coli transformadas con el vector de expresión pET21d­
K/Fbalp, l litro de medio de LB conteniendo 20 µg de canamicina/mL. EI cultivo se 
realizó a 37°C con una agitación de 250 r.pm. hasta que la D.O. a 600 nm fue de 0,6. En 
este momento se retiró una alícuota de 1 mL de cultivo (que sirvió de control sin 
inducir) y se añadió IPTG a una concentración final de 0,1 mM y se continuó incubando 
a 30°C durante 2 horas. 
Transcurrido este tiempo, se retiró otra alícuota y se recogieron las células 
inducidas mediante centrifugación. Las células se rompieron mediante sonicación y se 
centrifugaron (ver materiales y métodos). EI sobrenadante filtrado se empleó para la 
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purificación de la enzima recombinante por cromatografia de afinidad empleando la 
agarosa Ni-NTA (Novagen). 
Purificación de la proteína K/Fbalp como un polipéptido soluble que contiene una 
secuencia de 6 histidinas en el extremo C-terminal 
Durante los diferentes pasos del protocolo de purificación se fueron retirando 
muestras que posteriormente fueron analizadas por SDS-PAGE (figura 2.16). Como se 
observa en esta figura, se obtuvo proteína recombinante en las cuatro fracciones eluídas 
(EI,, E2,, E3, y E4^ que son las que se observan en la figura) de las ocho totales (El i, 
El^, E2i, E2^, E3i, E3^, E4i y E4^) aunque los eluídos E2^, E3^ y E4^ son los que 
contienen mayor cantidad de proteína. EI hecho de que se obtenga proteína purificada 
en todos los eluídos puede ser debido a que se haya obtenido tanta proteína K/Fbal p que 
la cantidad de agarosa Ni-NTA empleada no hubiese sido suficiente y que por tanto 
tengamos mucha proteína que no pueda unirse a la columna. Esta hipótesis se ve 
apoyada por el hecho de que en el segundo lavado de la columna (pocillo 6 de la figura 
2.16), antes de recoger los eluídos de la proteína purificada, aún sigue habiendo mucha 
proteína KlFbalp no unida a la columna, y también por el hecho de que, como se 
expondrá más adefante, al aumentar la cantidad de agarosa empleada disminuye la 
cantidad de proteína no unida que sale en el lavado de la columna. 
Figura 2.16: Electroforesis en SDS-PAGE. teñido con azul C'oomassie "Coomassie brilliant blue 
(CBB)", de los distintos extractos proteicos crudos y los distintos eluídos con la proteína KlFbalp 
purificada obtenidos a partir de los diferentes pasos realizados durante el protocolo de purificación. I es el 
marcador de pesos moleculares de proteínas (Prestained SDS-PAGE Srandards Broad Range de Bio-
Rad), 2 es el control sin inducir (sin IPTG), 3 es el extracto crudo obtenido tras crecer las células a una 
concentración final de IP'fG de 0,1 mM durante 2 horas, 4 es el sobrenadante ( no filtrado) obtenido por 
centrifugación tras la sonicación celular. 5 es el eluído obtenido tras el empaquetado de la columna, 6 es 
eluído obtenido después del segundo lavado de la columna, 7 es eluído EI^, 8 es el eluído E2Z, 9 es el 
eluído E3^ y 10 es el eluído F.4^. 
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Los niveles de expresión de la fructosa-l,ó-bisfosfato aldolasa de K. lac•tis, como 
proteína recombinante soluble en E. colr, se monitorizaron también mediante medida de 
actividad aldolasa (tabla 2.4). Las ocho fracciones totales eluídas se utilizaron 
directamente, sin concentrar y sin eliminar el imidazol de la muestra proteica, para 
medir la actividad aldolasa ( Richards y Rutter, 1961) de cada una de ellas. Los valores 
de actividades aldolasa obtenidos se muestran en la tabla 2.4. 
EI eluído EI, es el que mostró tener una mayor actividad fructosa-l,6-bisfosfato 
aldolasa específica, a pesar de que la banda en el gel SDS-PAGE correspondiente a la 
proteína KlFbalp purificada es menos intensa que en otras fracciones. Este hecho puede 
ser debido a que la proteína esté más purificada en esa fracción o a que el imidazol 
tenga un efecto inhibidor sobre la actividad aldolasa. Este efecto inhibidor del imidazol 
ya se ha demostrado en la actividad (3-galactosidasa cuando el gen LA(',l de K. lactis, 
que codifica para la ^3-galactosidasa, se expresa en la bacteria E. colr (Kim et u(., 2003). 
En este caso, la actividad (3-galactosidasa desciende exponencialmente a medida que se 
incrementa la concentración de imidazol, en concreto, al cabo de 2 horas a una 
concentración 50 mM de imidazol desciende un 50% la actividad, al cabo de 8 horas a 
I50 mM y 3 horas a 200 mM se pierde completamente la actividad (Kim et nl., 2003). 
Tabla 2.4: Valores de las actividades aldolasa ubtenidos en las dif^rentes fracciones eluidas de 
la columna. Las concentraciones protéicas se estimaron mediante el método de Bradfiird (1976). 
.^CTI^'IDAD ALDOL:^SA ( nmol F-[,6-
ELl'ÍDO 
PZ/p^ proteína x min) 
E 1 i 3.45 
E 1 Z 3.8í 
E2i 1,23 
E2z 0,64 
E3 ^ 0,4 
E3Z 0,38 
F.4 i 0 
E4Z 0
 
Empleando el programa informático lmageMaster Total Lab, ver.2.00 de 
Ame^sham Bioscienc•es, se cuantificó la banda de la proteína purificada K/Fbalp del 
pocillo 7 de la figura 2.16 a partir de una imagen de) gel mediante un análisis de 
densitometría (figura 2.17). 
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BANDA VOLUMEN % 
1 8.566.634,00 93 
2 613.166, 00 7 
Figura 2.17: Análisis densitométrico del pocillo 7 de la tigura 2.16 yue se corresponde con el 
eluído F^.I i que es el que tiene mayor actividad fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa específica. 
A partir del análisis densitométrico y de SDS-PAGE se pudo estimar que la 
fracción El, contiene la proteína K/Fbalp con un 93% de pureza y que la masa 
molecular coincide con la masa molecular estimada a partir de la secuencia, 39,6 kDa. 
Estos resultados confirmaron que el gen clonado KIFBAI codifica para una proteína 
funcional fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa. 
En la figura 2.18 se muestran los diferentes pasos del protocolo de purificación 
de la proteína K/Fbalp pero empleando una mayor cantidad de agarosa Ni-NTA para 
hacer la columna. De hecho se observa que sólo eluye proteína KlFbalp en las 
fracciones E3 y E4, además, en el eluído obtenido después del segundo lavado de la 
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Fi^ura 2.18: A es una electroforesis en SDS-PAGb^, teñido con arul ('oomussie "('oomuss^e 
briNiant bhre (CBH)'^, y B es un I^'esrern-hlol (hidridado con los anticuerpos anti-His de lnrNrogen y^ 
anti-Ig de ratón de Dakopatts) los distintos extractos proteicos crudos y^ los distintos eluidos con la 
proteína KlFbalp purificada ohtenidos a partir de los diférentes pasos realizados durante cl protocolo de 
purificación. 1 es el marcador de pesos moleculazes de proteínas (Prestn^ned SDS-l'.^I(iE ,Srandurds 
Broad Range de B^o-Rad). 2 es el control sin inducir (sin IP"1^G). 3 es el extracto cnido obtenido tras 
crecer las células a una concentración final de IPTG de 0.1 mM durante ? horas. 4 es el subrenadante (no 
filtrado) obtenido por centrifugación tras la sonicación cclular, 5 es el cluído ohtenido tras el 
cmpaquetado de la columna, 6 es eluído ohtenido después del segundo lavado de la columna. 7 es eluído 
fi l, 8 es el eluído f:2. 9 es el eluído E3 y 10 es el eluído G4 de los cuatro eluídos proteicos totales. 
La proteína purificada se guardó congelada a-20°C para posteriormente realizar 
experimentos de crecimiento de cristales (experimentos de cristalización de la proteína 
KlFbalp). Para ello se estudiaron diferentes condiciones de sobresaturación mediante la 
adición de agentes precipitantes y/o mediante la modificación de otros parámetros tales 
como pH y temperatura. Los precipitantes usados fueron sales y polietilenglicoles 
(PEG). Hay otros factores que influyen en el proceso de cristalización: la concentración 
de proteína, la temperatura, la presencia de cationes y de ligandos específicos que 
estabilizan ciertas conformaciones de las proteínas, y por supuesto, la pureza de la 
muestra. La presencia de contaminantes puede ser extremadamente importante para 
impedir la obtención de cristales adecuados para estudios de difracción de rayos X. En 
una primera aproximación se ensayaron diferentes condiciones observándose en algunos 
casos, ( con una concentración final en la gota y en el reservorio de 50 mM de Tris-HCI 
pH 7,5, 3,5% PEG 4.000 y 2,5 mM de MgCI, y con una concentración final en la gota y 
en el reservorio de 50 mM de 'Tris-HCI pH 7,5, 3,5% PEG 4.000 y?,5 mM de Rb('I), 
gotas transparentes que indican que no se ha alcanzado la sobresaturación, es decir, la 
concentración del precipitante es demasiado baja o la gota aún no ha completado el 
f ;y 
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equilibrio con el depósito. En un futuro se ensayarán más detenidamente estas mismas 
condiciones para poder cristalizar la proteína KlFbalp y realizar estudios 
cristalográficos. 
2.4. Localización de las posibles secuencias reguladoras c•is dentro de la región 
promotora del gen FBA1 de K lactis 
EI resultado de la búsqueda de posibles secuencias consenso para la unión de 
factores transcripcionales en el promotor del gen KIFBAI se muestra en la figura 2.19. 
Estas regiones reguladoras se encontraron empleando los programas informáticos 
TFSEARCH y TRANSFAC ( ver materiales y métodos). 
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Figura 2.19: Posibles consensos encontrados para la unión de factores transcripcionales en la 
región promotora del gen KIFB.^11 con un ihresold de 85 puntos. En rojo se señalan las supuestas cajas 
TA'1'A. 
2.4.1. Fusión del promotor de KlFBA1 al gen lacZ de E. coli 
Para analizar la funcionalidad de la región promotora se construyó una fusión 
del promotor entero y una serie de deleciones unidireccionales sobre el promotor de 
K1FBA1 mediante PCR (ver condiciones en materiales y métodos) que se fusionaron al 
gen reportero lucZ para poder visualizar la actividad promotora mediante la medida de 
la actividad (3-galactosidasa. Para ello se eligieron cebadores que permitieron eliminar 
progresivamente las distintas secuencias consenso de interés como se muestra en la 
figura 2.21. Los cebadores utilizados para estas amplificaciones poseían colas con 
secuencias de corte para las enzimas de restricción Hind Ill y BamH I(tabla 2.5). En un 
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primer lugar los fragmentos amplificados se clonaron en el vector comercial pGEM-T-
Easy ( vector apto para el clonaje de productos amplificados por P('R), posteriormente 
las construcciones resultantes se digirieron con estas dos endonucleasas de restricción. 
Se rescató la banda correspondiente al promotor delecionado y se clonó finahnente en el 
plásmido pXW2 (Chen e^ al., 1992a) para su expresión en K. lactrs, proporcionando el 
ATG del gen KIFBAI y manteniendo la pauta de lectura con el octavo codón del gen 
lacZde E. coli del vector. Las construcciones se nombraron como PAFS, PAFI, PAF3 y 
PAF2 ( figura 2.20). Posteriormente, se secuenciaron todas las fusiones empleando los 
cebadores 30LacZ y 70LacZ (tabla M4 Materiales y Métodos) que hibridaban dentro del 
gen lacZ de E. coli, comprobando que la amplificación por PCR había sido correcta, que 
no se había producido ninguna mutación en las secuencias consenso ni se había variado 
la pauta de lectura. 
CEBADOR POSICIOti 
KLPAP 1 -287 W 
7'abla 2.5: C'chadores utili^ados para la 
obtención de las deleciones dc la región promotora 
KLPAF2 -2U W del gen Klf B.11 W es la hebra de Watson v C es la 
KLPAF3 -2^5 W hebra de Crick La secuencia completa de los 
cebadores se encuentra en la tabla M4 dc Matcriales 
KLPAFS -305 W v Métodos-
KLPAR -15 C 
Figura 2.20: Flectrofi^resis en gel de agarosa teñido con bromuro de etidio ^^ visualiiado a la lu^. 
U.V. I y 12 son el marcador XVII de pesos moleculares de Roclie G es el marcador de 50 a 1000 ph de 
BroN'hrtlaker ,llo/ecular Applications. 2. 3, 4^ ^ son las deleciones PAI^S. PAFI. PA1^2 }^ PA1^3 
respectivamentc clonadas en el vector pGFM-"l-Easy y digeridas con las endonucleasas de restricción 
Bamfi I} Hind III 8, 9. 10 } 1 I son las mismas deleciones clonadas en el vector pXW2 ^ digeridas con 
las mismas endonuclcasas de restricción. 
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2.4.2. Estudios de expresión mediante fusiones al gen lacZ de E. coli 
Con cada una de las cuatro deleciones y utilizando el vector pXW2 (Chen et al., 
1992a) como control negativo, se transformó la línea M W 190-9B de K. lactis deficiente 
en (3-galactosidasa y Urá , seleccionando los transformantes en placas CM-URA. A cada 
uno de los transformantes se les extrajo el ADN plasmídico que se utilizó para 
transformar la cepa DH-lOB de E. coli con el fin de comprobar por análisis de 
restricción y técnicas de PC'R que portaban la construcción deseada. 
Medidas de actividad (3-galactosidasa cualitativa 
En una primera aproximación, para valorar la actividad (3-galactosidasa de las 
levaduras transformadas con las distintas construcciones conteniendo las diferentes 
deleciones del promotor, se resembraron tres transformantes independientes ( para cada 
una de las construcciones) en placas CM-URA con diferentes fuentes de carbono 
(glucosa al 0,5% y 2%, etanol, glicerol y lactato al 2%). A estas placas se les adicionó el 
compuesto cromogénico X-Gal (5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil-(3-D-Galactopiranósido). 
Dicho compuesto proporciona una coloración azul al ser hidrolizado por la (3­
galactosidasa permitiendo, de este modo, realizar medidas cualitativas de la actividad (3­
galactosidasa entre los diferentes transformantes en las distintas fuentes de carbono. 
Tanto para la construcción PAFI como para la PAFS, que son las que contienen 
un promotor de 287 y 305 pb, se observa que existe actividad ^3-galactosidasa en todas 
las fuentes de carbono ensayadas. En las siguientes deleciones, PAF2 y PAF3, se 
observa un descenso de la actividad. Como control negativo se ensayaron tres 
transformantes independientes que contenían el vector pXW2 vacío y, por tanto, no 
mostraron actividad ^3-galactosidasa, pues al no Ilevar insertado ningún fragmento de 
promotor no se expresa el gen IacZ de E. coli (datos no mostrados). 
Medidas de actividad (3-galactosidasa cuantitativa 
Para medir la actividad (3-galactosidasa se emplearon entre 3 y 5 transformantes
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triplicado de la medida) y tres transformantes con el vector vacío como control negativo 
(también se realizó un triplicado de la medida de cada transformante). 
Como se muestra en la figura 221 no hay diferencias significativas de actividad 
entre una fuente de carbono fermentable y no fermentable. Este resultado se comprobó 
posteriormente mediante ensayos de Northern blot que se expondrán más adelante en la 
presente memoria y que confirman que la transcripción del gen KlFl3A1 no está 
sometida a represión por glucosa. 
ActividHd ^-geIeClOSidHtiH (l^.F..) 
GlucosH 2 G liccrol 2'% 
^IediHtE.E . n ^IcdiHtE.E 
69,27 _ 3,59 I'_ 
v
62.44 t?,97 I^ ;; U7 ;.ax 
o,7a^o,oz* 
N,^^^^t -'-i^-i^,^^^ 1 
n,69+0,01 * I> 0.61 ^^ 0,06* I> 
CON"rROL: pXW2 Q39^+0,04* y 0 ^^ ^ 0 (17* y 
Figura 2.21: Análisis de las deleciones de la región promutora de Kll•73.11 l:.l; es cl error 
estándar y n el tamaño de muestra. * Indica una difenncia estadísticamentc significativa con PAFI en 
glucosa. No hay diferencias estadísticamente signiticativas entre PA1^3, PAF2 y el control en glucosa o 
glicerol. 
Las fusiones que se extienden desde la posición -305 hasta la -287 pb (PAFS y 
PAF 1) no influencian significativamente los niveles de expresión. Delecionando los 32 
pb siguientes hacia el extremo 3^ (hasta -255 pb, deleción PAF3) se reduce 
drásticamente la expresión hasta valores similares a los del control sin promotor. La 
siguiente deleción que se extiende hasta la posición -217 pb, que elimina el consenso 
para el represor Rox I p mientras que se mantienen los dos supuestos sitios de unión de 
Gcr 1 p y Rap l p, no restaura los niveles de expresión. Los sitios de unión de Rap I p 
(cajas RPG) en el promotor de genes glucolíticos de levaduras se encuentran con 
frecuencia adyacentes a uno o más sitios de unión de Gcrlp (cajas CT) y la presencia de 
estos elementos ha sido relacionado con una activación transcripcional eficiente 
(Uemura et al., 1997; López y Baker, 2000). 
De hecho, la única región UAS presente en el promotor del gen F6Al de S. 
cerevi.siae contiene sitios de unión para la proteína multifuncional Raplp y dos cajas CT 
(Compagno et al., 1991). Los homólogos Rap 1 p y Gcrl p de K. lactis han sido aislados 
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recientemente y se ha propuesto un mecanismo similar de regulación de genes 
glucolíticos para S cerevisiae y K. lactis ya que las cajas RPG y CT también están 
presentes en el promotor de varios genes glucolíticos de K. lactis (Haw et al., 2001; 
Neil et al., 2004). Sin embargo, los sitios Gcrlp de la región del promotor de KIFBAI 
que tenemos no parecen ser funcionales. La causa podría ser que están localizados cerca 
de las cajas TATA, como ya se ha relatado previamente para genes de levadura 
relacionados (Stanway et al., 1989,; Compagno et al., 1991). Además, el sitio de unión 
de Raplp no está adyacente al sitio de unión de Gcrlp sino que se localiza cerca del 
ATG. Los datos anteriormente expuestos limitan una región reguladora positiva (UAS) 
entre las posiciones -287 y-255 pb en el promotor analizado de KIFBAI. La secuencia 
de esta región no contiene ni cajas RPG ni cajas CT, en contraste con el UAS del 
promotor del gen FBAI de S. cerevisiae. Dicha región contiene, en su lugar, supuestos 
sitios de unión para factores transcripcionales implicados en la respuesta a feromonas 
(STE12), control general (GCN4), ciclo celular (ECB), de-represión en ausencia de 
glucosa (ADR I) y choque por calor (HSTF). 
2.5. Expresión transcripcional del gen FBA1 de Kluyveromyces lactis en 
condiciones seleccionadas 
En el presente trabajo se estudió la expresión del gen FBA! de K. lactis bajo 
diferentes condiciones. La disponibilidad de la secuencia completa de ADN de S. 
cerevisiae y de un mayor número de datos del transcriptoma y proteoma en respuesta a 
un amplio rango de condiciones experimentales está contribuyendo a un mejor 
entendimiento de los mecanismos reguladores de esta levadura. Asumir que los genes 
de K. lactis tienen una regulación similar a la de los genes homólogos de S. cerevisiae 
basándose solamente en la similitud de los consensos en las regiones promotoras no es 
posible, puesto que ya se ha postulado la existencia de una regulación divergente para 
una serie de genes homólogos en S. cerevisiae y K. lactis (Becerra et al., en prensa; 
Breunig et al., 2000; Flores et al., 2000; González Siso et al., 2000; Lamas-Maceiras et 
al., 1999). Por ello, se ha realizado un análisis, mediante Nothern blot, de la regulación 
transcripcional del gen KIFBAI en condiciones seleccionadas sugeridas a partir de datos 
disponibles de su levadura homóloga S. cerevisiae y/o por algunas supuestas señales 
reguladoras encontradas en la región promotora del gen KlFBA1 que hemos 
secuenciado (figura 2.19). 
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2.5.1. Influencia de la fuente de carbono en la expresión del gen tiIFBA/ 
En la región promotora del gen KlFBA1 se encontraron supuestos sitios de unión 
para los factores transcripcionales Hap2/3/4/Sp y Adrlp, que en .S. cerevisiae median la 
des-represión de genes diana en ausencia de glucosa ( Ramil et al., 2000; Young et u/., 
2002), siendo necesarios para inducir la transcripción de un gran número de genes 
implicados en el metabolismo oxidativo en fuentes de carbono no fermentables. La 
acción coordinada de Adrlp y Hap2/3/4/Sp en la regulación de la transcripción génica 
ya se ha descrito para el gen del citocromo b^ (Ramil et al., 2000). Sin embargo, en la 
figura 2.22.A y B se observa que KlFBAI no muestra represión catabólica, puesto que 
los niveles de expresión son similares en glucosa al 0,5% y glucosa al 2%, ni inducción 
por lactato (fuente de carbono no fermentable). 
EI gen FBAI de .S. cerevisiae tampoco está regulado por la fuente de carbono 
(Compagno et al., 1991), como hemos corroborado en nuestro laboratorio ( figura 
2.22.A y C), aunque los datos del análisis global del transcriptoma ( Gasch et al., 2000) 
mostraron un ligero aumento de la expresión en glucosa y un descenso en etanol. L.os 
resultados aquí expuestos apoyan la idea de que el gen KIFBA! parece escaparse del 
control de los factores de transcripción Hap2/3/4/Sp y Adrl p. Esta misma conclusión se 
extrajo tras determinar las actividades enzimáticas específicas fructosa-l,6-bisfosfato 
aldolasa ( tabla 2.6) mostrando también la ausencia de mecanismos de regulación post­
transcripcional relacionados con la fuente de carbono. Además, en las deleciones del 
promotor fusionadas al gen lacZ ensayadas no se encontró ninguna diferencia en la 
actividad (3-galactosidasa en glucosa ( fermentable) vetstrs glicerol ( no fermentable) 
(figura 2.21). 
p Actividad enzimática 
Ce a Medio F-1,5-BZaldolasa n 
KI Y1140 Glucosa 0,5% 1,52230, 245 4 
"1'abla 2.6: Actividades fnictosa­
1.6-hisfi^sfato aldolasa (nmol 
KI Y1140 Glucosa 2% 1,365t0,355 2 Fructosa-l.ó-bisfi^sfato/µg protcína 
x min; mediaferror estándar) de las 
KI Y1140 cepas salvajes aGH I de S. cerevlsrae 
e Y I 140 de K. lactrs. No existen 
diferencias estadísticaniente 
Lactato 2% 1,85t0,314 4 
Sc aGH1 Glucosa 0,5% 1,822t0,359 3 significativas entre las medias de la 
misma cepa en las diferentes fuentes 
Sc aGH1 Glucosa 2% 2,558t0,677 3 de carbono o de las dos cepas en la 
misma f'uente de carbono-
Sc aGH1 Lactato 2% 2,774t0,529 4 
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7, s OSc aGH1 Glucosa 0,5% 
7,0 OSc aGH1 Glucosa 2 % 
6,5 OSc aGH1 Lactato 2 % 
•KI Y1140 Glucosa 0,5 % 































Kluyveromyces lactis Saccharomyces cerevisiae 
Gluo,s % Gluz % Laoz % GIu0,5 % GIu2 % Lac2%
rARN25s 
^ rARN25s r ^ ^ 
KI FBA1  ScF8A1 ^^ ^ 
Cociente E.R. MediatD.S. n Cociente E.R. MediatD.S. n 
Glu 0,5%dGlu 2% 0,865t0,351 7 Glu 0,5%dGlu 2% 1,161t0,286 6 
Glu 2%JLac 2% 0,7%t0,344 7 Glu 2%WLac 2% 1,294t0,356 4 
Figura 2.22: Influencia de la fuente de carbono cn la expresión del gen FBAt. A. Curvas dc 
crecimiento de las cepa aGH I de S. cerevrsiae (Sc aGH l) y la cepa Y I l40 de l^. tacris (Kl Y I 140) en 
glucosa al 0,5 y 2%, y en lactato al 2%. Los cultivos se recogieron a una densidad óptica a 600 nm de 0,6 
señalado en la figura con una línea horizontal. B y C': influencia de la fuente de carbono en la expresión 
del gen FBA1 de K. laclis ( E3) y de S. cerevisiae ( C) en glucosa al 0.5% y 2% y en lactato al 2%. En las 
tablas se representan los cocientes entre tos valores relativos de expresión ( E.R). D.S. es la desviación 
estándar y n el tamaño de muestra. Tanto en B como en C', rARN25s representa el control interno de 
carga. 
2.5.2. Expresión del gen KlFBA1 en el mutante rag2 
Para investigar la posible relación entre la fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa y la 
actividad de la ruta de las pentosas fosfato en K. lactis, se ensayó la expresión del gen 
KlFBA1 en glucosa verstis fructosa usando una cepa mutante rag2, es decir, defectuosa 
en la fosfoglucosa isomerasa, en comparación con la cepa salvaje Y I 140. La cepa 
mutante rag2 necesita la ruta de las pentosas fosfato para crecer en glucosa pero no en 
fructosa (González Siso et al., 1996a). Los niveles de transcripción fueron similares 
para cada cepa en ambas fuentes de carbono (figura 2.23.A y B). 
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CULTIVOS EN DIFERENTES FUENTES DE CARBONOA 11^ ĉ ] a 
11.0 
10,5 OKI Y7140 Glucosa 2% I 
10,0 OKI Y7110 Fruclosa 2%/+III
9.5
 eKl PM5-2D Glucosa 2 %9,0
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^^^^ 
KI FBA1 





1 2 3 4 
Figura 2.23: Influencia de la fuente de carbono en la cxpresión del gen KIh^B.11 de l^'. lacns en 
una cepa salvaje (YI140) con respecto a una cepa mutante en la ti^sfoglucosa isomerasa (rag2) de l^". 
lacns. A Curvas de crecimiento de las cepas sahaje Y I I^0 } mutante PM^-2D de K. lacns en glucosa ^ 
fructosa al 2%. Los cultivos se recogieron a una densidad óptica a 600 nm de Q6 señalado en la tigura 
con una línea horizontal. B: Valores rclativos de expresión (Eí,R.) del gen K(/^B.-1/ nomializados 
(mediatdesviación estándar de 4 mucstras en I. 3 muestras en 2, 3 muestras en 3 y^ 2 muestras en 4) en 
glucosa y fructosa al 2% rARN2^s representa el control interno de carga. 
Esta misma conclusión también se extrajo de la determinación de las actividades 
específicas fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa mostrando también la ausencia de 
mecanismos de regulación post-transcripcional (tabla 2.7). Por tanto, no se ha 
encontrado ninguna conexión entre la expresión del gen fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa 
y la actividad de la ruta de las pentosas fosfato en K. lacti.s. 
PCe a Medio Actividad enzimática F-1,6-Bzaldolasa ^ 
"habla 2.7: Actividadcs 
tnictosa-l,ó-bisfosláto aldol^sa 
KI Y1140 Glucosa 2% 1,365t0,365 2 
(nmol Fructosa-l,ó-bisfosfato/µg 
proteina x min; mediafcrrur 
estándar) de la cepa salvaje 
KI Y1140 Fructosa 2% 1,18730,259 4 Y I 140 y de la cepa mutante PMS­
2D (rag2) de 1C. lacns en glucosa 
KI PM6-2D Glucosa 2°/a 0,724t0,116 4 versus tructosa al 2%. No existcn diferencias estadísticamente 
significativas entre las medias de 
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2.5.3. Influencia del calcio en la expresión del gen KIFBA/ 
La expresión transcripcional de KlFBAI no está regulada por los niveles de 
calcio (figura 2.24.A y B), al contrario de lo que ocutre en su homóloga S. cerevisiae 
que es ligeramente inducida durante la falta de calcio según datos de transcriptoma 
(Lombardía et al., 2002). 





























Kluyveromyces lactis Saccharomyces cerevisiae 





rARN25s ^ ^ ^ 
ScFBA1^ ^ ^
 
KI FBA 1 ^ * ^ 
* 
100 100 
E.R. 50 T ^^^ ^ E.R. 50 
Figura 2.2d: Influencia del calcio en la expresión del gen FBAI. A: Curvas de crecimiento de 
las cepas salvajes FY73 de S. cerevisiae (Sc FY73) e Y I 140 de K. laciis (K! Y I 140) en medio CM con 
YNB al 4% (YNB), con YNB al 4% sin calcio (en el que se sustituyó el pantotenato cálcico por 
pantotenato sódico) (YNB-Ca^`) e YNB al 4% con exceso de calcio (YNB+Ca^^ ) que es el mismo medio 
YNB al 4% crecido hasta una densidad óptica a 600 nm de 0,6 que se sometió a un choque de calcio (con 
cloruro cálcico a una concentración de 50 mM en el medio de cultivo) durante 45 minutos. Fn los tres 
casos la fuente de cazbono empleada fue glucosa al 0,4%. Los cultivos se recogieron a una densidad 
óptica a 600 nm de aproximadaniente 0-6 señalado en la figura con una línea horizontal. B: influencia del 
calcio en la expresión del gen FBA1 de K. lactis. C: influencia del calcio en la expresión del gen FBAI de 
S. cerevisiae. Las gráficas representan los valores relativos de expresión (E.R) normalizados (mediatD.S. 
de 4 muestras en B} 2 en C:). rARN25s representa e) control interno de carga * Indica una diferencia 
estadísticamente significativa con respecto al control (YNB). 
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Según los resultados de .S. cerevisiue obtenidos en nuestro laboratorio, se ha 
observado una disminución de la transcripción en presencia de calcio que es 
significativa si se aplica un test de .Sttrdent (figura 2.24.A y C). Esta misma conclusión 
también se extrajo de la determinación de las actividades específicas fructosa-l,b­
bisfosfato aldolasa mostrando también la ausencia de mecanismos de regulación post­
transcripcional (tabla 2.8). 
PCe a Medio Actividad enzimática F.16-BZaldolasa n 1'abla 2.8: Acdvidades fructusa­
1,6-bisfosfatu aldolasa ( nmol Fructosa-
KI Y1140 CM VNB 4% 2,897t0, 479 4 1.6-bisfosfata/µg proteína ^ min; 
KIY1140 CM ĉáB44 2,643t0,305 4 
mediaterror estándar) de las cepas 
salvajes Y I 140 y E^Y73 de l^. lacns en 
CM (YNE3 4°^0), CM (YNH 4% sin 
KI V7140 CM YNB 
4°^+Ca^• 1,966t0,361 4 
calcio) y^ CM (YNB 4% con choque de 
calciu- No existen ditirencias 
Sc FV73 CM YNB 4% 2,312t0,240 4 
estadísticamente signiticativas entre las 
medias de la cepa Y I 140 dc K. /acns en 
ScFY73 CM ĉá844 2,19530,355 4 
los difercntes medios. pero si existe una 
diferencia significativa entre las medias 
CM YNB de la cepa F Y73 de .í'. cereivsine en CM 
Sc FY73 4%+Ca=' 1,544t0,288 4 YNB 4%v CM YN13 4%+Ca`' 
2.5.4. Influencia de la temperatura en la expresión del gen KIFB.a/ 
EI gen FBAI de S. cerevisiae, cuyo promotor contiene cuatro supuestos sitios de 
unión de HSTF, se ha postulado que es un gen LOT (inducido por un descenso en la 
temperatura) (Zhang et ul., 2001). Se decidió estudiar con mayor detalle la influencia de 
la temperatura de crecimiento en la expresión de KIFBAI. En la figura 2.25.B se 
muestran los niveles de mARN del gen KIFBAI después del descenso de la temperatura 
(desde 30 a 14°C) y en la figura 225.C después del aumento de la temperatura (desde 
30 °C a 40°C). 
AI contrario de lo que ocurre en S. cerevisiue, la transcripción desciende 
ligeramente durante 2-4 horas después del descenso de temperatura, pero después de 6-8 
horas a 14°C los niveles de mARN del gen KIFBAI no fueron significativamente 
diferentes a los iniciales (figura 2.25.A y B). Por tanto, el gen KlFBA1 no es un gen 
LOT. Para el caso del choque a 40°C (figura 2.25.A y C), se produjo un descenso en los 
niveles de expresión desde los I S minutos de comenzar el choque térmico, Ilegando a 
descender los niveles de expresión hasta 2,8 veces al cabo de 2 horas. 
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Figura 2.25: Influencia del descenso y aumento de la temperatura de crecimiento en la expresión 
del gen hIPBAI en una cepa salvaje (YI140) de K lacris crecida en medio YPD a 30°C' hasta una 
densidad óptica a 600 nm de 0,6, posteriorniente se dieron dos choques ténnicos, uno de 14°C durante 8 
horas y otro a 40°C durante 2 horas. A: C'urvas de crecimiento de la cepa salvaje Yl 140 de k. lacrrs 
crecida hasta una densidad óptica a 600 nm de 0.6. (^.), momento a partir del cual se sometieron las 
células al choque térmico. B: Valores relativos de expresión (E.R.) del gen KlFBA1 normalizados 
(mediatdesviación estándar de 2 muestras) a diferentes tiempos después de descender la temperatura de 
crecimiento hasta 14°C C: Valores relativos de expresión (E.R) del gen KlFBA1 normalizados 
(mediaterror estándar de 2 muestras) a diferentes tiempos después de aumentar la temperatura de 
crecimiento hasta 40°C. Tanto en E3 como en C': * Indica una diferencia estadísticamente significativa con 
el control ( la muestra a tiempo cero) y rARN2is representa el control interno de carga. 
2.5.5. Influencia de la fase de cultivo en la expresión del gen KlFBAI 
EI gen FBAI de S. cerevisiae aumenta su expresión en la fase post-diáuxica de 
crecimiento ( Gasch et al., 2000; Wang et al., 1997) por lo que se decidió ensayar la 
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influencia de la fase de crecimiento en la expresión de KIFBAI. En la región promotora 
del gen KIFBAI se encontró un supuesto elemento EC'B (°earlvi ceN évc/e box) (Mai et 
al., 2002). La figura 2.26 muestra que la expresión del gen KlF'BAl es invariable hasta 
una absorbancia a 600 nm de 2, en contraste con el homólogo de S. cere^^isiae los 
niveles de expresión disminuyen a mayores densidades celulares. 
Figura 2.26: Intlucncia dc la fase dc 
A600 crecimicnto en la expresión del gen /^7F8.•ll en 
una cepa salvaje (Y1140) de K. lnclis crecida0,9 2 5 8,5 9 
en mediu YPD. Desde A^,,,,,=8,5 a A,,,x,=9 las
rARN25s ^ ^ ^ ^ 
células estuvieron en fase estacionaria. E:n la 
gráfica se muestran los valores relativos dc 
ezpresión (ER-1 del gen l^'lI^BA! normalizadosKI FBA 1 - ^ ^ ^ ^+ (mediatdes^iaciún estándar de 3 muestras) a
100 ^ _ diferentes fases de crecimicnto del cultivo " 
Z Indica una dilérencia cstadísticamcntc 
E.R. 50 significativa con respectu a A^,,,,,=0.9 ^ A,,,,,,=2
* * *
 
y rARN2>s representa el control interno de 
carga. 
2.5.6. EI gen tilFBA1 no se induce por choque térmico, por estrés oxidativo ni por 
ausencia de aminoácidos 
En el promotor del gen KlFBAI se han encontrado posibles consensos para la 
unión de diferentes factores transcripcionales relacionados con el estrés. Entre ellos 
destacan HSTF (factor de transcripción por choque térmico, clonado en K. luctis por 
Jakobsen y Pelham, 1991), Ap 1 p(estrés oxidativo, activador transcripcional a través del 
elemento de respuesta a Apl (ARE) cuando las células están expuestas a H^O^, clonado 
en K. lactis por Billard et al., 1997), Gcn4p (ausencia de aminoácidos; Devlin et u1., 
1991; Natarajan et al., 2001), Bas2p(Pho2p)/Pho4p (ausencia de fosfato; Bhoite et al., 
2002; Ogawa et al., 2000), Raplp (implicación en el control de la transcripción mediada 
por otros factores como Gcn4p o Bas2p; Devlin et ul., 1991; el homólogo de RAPI 
clonado en K. lactis por Larson et u/., 1994) y Nit2p (limitación de la fuente de 
nitrógeno; Marzluf, 1997). Como se muestra en la figura 2?7, la transcripción del gen 
KIFBAI no está inducida por las siguientes condiciones de estrés ensayadas: choque 
térmico a 45°C durante 30 minutos (en el promotor existen cuatro supuestos sitios de 
unión a HSTF), estrés oxidativo creado por la adición de H^O, (en el promotor existe un 
supuesto sitio de unión a Yap-1) y finalmente ausencia de los aminoácidos triptófano e 
histidina (en el promotor hay cinco supuestos sitios de unión a Gcn4p), fosfato (en el 
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promotor hay un supuesto sitio de unión a Bas2p y otro a Pho4p) o amonio (en el 
promotor existen tres supuestos sitios de unión a Nit2p). Después del choque térmico 0 
la adición de H^O^, se observó una ligera reducción de la expresión de KIFBAI; las 
medidas de actividad enzimática específica también mostraron este mismo 
comportamiento (tabla 2.9). Para el caso del estrés oxidativo, los niveles de expresión 
transcripcional descendieron 2,2 veces y los valores de las actividades enzimáticas 2,8 
veces. Los resultados obtenidos contrastan con la presencia en el promotor de supuestos 
sitios de unión para factores transcripcionales que son reguladores positivos en 
respuesta a varias señales de estrés y también con la verificación de que varios de estos 
factores reguladores existen en K. lactis. Esta ausencia de inducción por estrés es 
compartida con el gen FBAI de S. cerevisiae como se extrae de los datos del proteoma y 
transcriptoma (Gasch et al., 2000; Godon et a/., 1998; Ogawa et al., 2000). En concreto, 
a pesar de que el promotor del gen FBA1 de S. cerevisiae tiene cinco consensos Nit2p, 
no es activado en carencia de fuente de nitrógeno (Gasch et al., 2000). De igual modo, 
al adicionar 0,3 mM de H^O^ se produce una ligera represión del gen FBAI de S. 
cerevisiae (Gasch et al., 2000). 
Estas mismas conclusiones también se extrajeron de la determinación de las 
actividades específicas fructosa-l,b-bisfosfato aldolasa mostrando igualmente la 
ausencia de inducción por estrés que incluso causa un descenso de la actividad (tabla 
2.9). 
rARN25s ^ .^.. ^^^^ ^ 







1 2 3 4 5 6 7 8
 
Figura 2.27: Influencia de diferentes condiciones de estrés en la expresión de KIFBAI en medio 
sintético completo (CM): el choque térmico (Iínea 2) se realizó, una vez crecidas las células hasta 
A,,,,,,^m=0,6 a 30°C, a 45°C durante 30 minutos; el estrés oxidativo (línea 3) por la adición de HzO^ a una 
concentración final de 2 mM durante I hora (Billard et al.. 1997) una vez crecidas las células hasta 
A,,,,,,,,m=0,6; ausencia de aminoácidos (línea 4: sin triptófano, línea 5: sin trip[ófano y sin la base 
nitrogenada adenina, línea 6: sin triptófano, sin histidina y sin la base nitrogenada adenina), ausencia de 
fusfato (línea 7), ausencia de amonio (línea 8). La línea I es el control (células de K lactis Y l 140 en 
medio CM a 30°C hasta A^,,,,^m=0,6). E.R. son los valores de expresión relativos nortnalizados 
(mediatD.S. de 2 muestras). * Indica una diferencia estadísticamente significativa con el control y 
rARN2$s es el control interno de carga. 
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pCe a Medio Actividad enzimática F-1,8-8=aldolasa n Tabla 2.9: Actividadcs ^rtictusa­
1.6-bisfusf^to aldolusa Utntul I^ructusa-l,6-
KI V1140 CM 1,7030, 13 4 hisfi^sfato/^Ig protcína s min; medilifcrrur 
cstándar) dc la cepa salvaje Y I 140 de /.^. 
KI V1140 CM choque 45°C JO min. 0,43t0,06 4 
lacns sometida a di^^rentcs cundiciunes dc 
estrés: choyuc térmico ICM choquc 4^°C 
KI Y1140 CM+ H^Oz 0,8030,1/ 4 durante 30 minutos). estrés oxidativo 
ladición de H^Oz a una concentraciiín final 
KI Y1140 CM-trip 0,81t0,14 3 de 2 mM, Billard ei ul.. 1997), ausencia de 
aminoácidos (CM-trip: sin triptófano. CM-
KI Y1140 CM-trlp-ade 0,4930,08 4 trip-ade: sin triptófano y sin adcnina, CM­





histidina), auscncia dc fi^státo (CM-tiisfato) 
v ausencia de amonio (CM-sulfáto) Comu 
KI V1140 CM-fosiato 0,5130,14 2 
control se usó la misma cepa crecida en CM 
(medio sintético completo). f-:n todos lus 
casos existen diferencias estadísticamcnte 
KI Y1140 CM-sulTato 0,97t0,13 4 signiticativas con respecto al control. 
En resumen, el gen KlF6A1 se comporta como el homólogo de S. cei^evisiae, en 
lo referido a la regulación transcripcional en respuesta a la fuente de carbono, choque 
térmico, daño oxidativo y falta de nutrientes. Sin embargo, tampoco responde a otras 
regulaciones operativas en el gen de .S. cerevisrae: falta de calcio, choque térmico a 
bajas temperaturas o fase estacionaria. 
25.7. Regulación del gen KlFBA1 por oxígeno/hemo 
Teniendo en cuenta la necesidad de la glucólisis para las vías de fermentación y 
respiración, se ensayó la influencia de los niveles de oxígeno disuelto en la expresión de 
KlFBAI (figura 2.28). EI ARN se extrajo de células cultivadas a diferentes proporciones 
de oxígeno/nitrógeno obtenidas al cambiar de aerobiosis a hipoxia y viceversa. Nuestro 
objetivo fue detectar la respuesta transcripcional de KIFBAI durante la fase de 
adaptación ya que las células responden gradualmente a cambios en la tensión de 
oxígeno. 
En el caso de K. lactis, aunque el ARN extraído de cultivos crecidos totalmente 
bajo burbujeo de nitrógeno muestra niveles de expresión de KlFBA1 similares a los 
crecidos en condiciones totalmente aerobias (figura 2?8.A), la expresión génica 
incrementa significativamente (entre 2,6 y 3,4 veces) después de 10-30 minutos de 
burbujear nitrógeno en un cultivo inicialmente aeróbico (cuando los niveles de oxígeno 
disuelto descienden desde 85 hasta 43-18%) y descienden a partir de entonces hasta casi 
los niveles iniciales (figura 2.28.B). Parece como si la inducción del gen fuese causada 
173
 
ILl^al!LI^ADOS Y DISC'(ISION 
por el cambio de oxígeno a nitrógeno. Del mismo modo, cuando la condición inicial del 
cultivo es hipóxica, la expresión génica de KIFBAI desciende significativamente 
después de 20-90 minutos de burbujear aire (los niveles de oxígeno disuelto alcanzaron 
el 62-71 %) y a partir de entonces vuelve a incrementar (figura 2.28.C). 
A OZ NZ 
rARN25s ^• ^ 




min 10 20 30 60 90 120 
p^%1 85 43 28 18 7 3 1 
rARN25s ^ ^ ^ ^^ ^^ 
KIFBAI ^ 
26f9 68f6 88f12 90t10 42t5 47t7 52f11 
* * * 
C N2 02 
10 20 30 60 90 120
min
pp^%) 2 64 62 69 66 71 70 
rARN25s^^ ^ ^ ^ ^ 
KIFBA1 ^ ^ ^ ^ . ^ 
100 50f5 24f4 12t3 21t6 7t2 56f26 
* * * * 
Figura 2.28: A: Expresión del gen Kll•^BAI en condiciones acrobias (O^) e hipóxicas (Nz) de la 
cepa salvaje Y I 140 crecida en fermentador y burbujeando el medio de cultivo con aire (O,) o nitrógeno 
(N,). B y C: Expresión del gen K(FB,-t! en respuesta a un cambio de condiciones aerobias (O^) a 
hipóxicas (N,) y viceversa de la cepa salvaje Y I 140 crecida en fermentador y burbujeando el medio de 
cultivo con aire (Oz) o nitrógeno (N,). En A. B y C se expresan los valores relativos de expresión 
normalizados como mediatdesviación estándar de 2 muestras en A, 3 en B y 2 en C. rARN25s es el 
control interno de cazga. * Indica una diferencia estadísticamente significativa con la condición inicial 
antes del cambio (en donde min expresa el tiempo en minutos y pOZ (%) expresa el porcentaje de oxígeno 
disuelto en el medio de cultivo medido con un electrodo polarográfico. Paza A, B y C, las células 
crecieron en una cubeta del lemientador de 2 litros (Biostar h1D: Braun-Bio^ech, Alemania) con un 
volumen de trabajo de 1,5 litros de medio YPD y una temperatura de 30°C. EI Flujo del aire fue de 180 I/h 
esparcido a través del cultivo con una velocidad de agitación de 300 r.p.m. EI nitrógeno (con una pureza 
del 99,95%, Carburos Metálicos, España) se burbujeó a una presión constante de 0,15 bares. Las células 
crecieron bajo Flujo de nitrógeno o aire hasta una densidad óptica a 600 nm de 0,5, posteriormente el aire 
se reemplazó por nitrógeno y viceversa Las muestras se tomaron a diferentes intervalos de tiempo hasta 2 
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U TIEMPOQ 
Los valores de actividad ^3-galactosidasa del transformante que contiene el 
promotor entero de 305 pb del gen KIFBAI (fusión PAFS) fusionado al gen lucZ, 
medidos en las mismas condiciones pero en medio CM-URA, también mostraron un 
descenso significativo en la actividad después de 20 minutos de burbujear aire en un 
cultivo inicialmente hipóxico cuando los niveles de oxígeno disuelto ascendieron desde 
0% a 54% o más (figura 229.A) y un incremento significativo de la actividad después 
de burbujear nitrógeno en un cultivo inicialmente aerobio cuando los niveles de oxígeno 
disuelto descendieron desde el 100% hasta el 30% (figura 2.29.B). 
Este comportamiento no se observó para los genes glucolíticos RAGS 
(hexoquinasa), RAG? ( fosfoglucosa isomerasa), GAPI (gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa) y PGK ( fosfoglicerato quinasa) de K. lactis. Como se observa en la 
figura 2.30 existen algunas diferencias significativas de expresión en determinados 
intervalos de tiempo en los cuatro genes ensayados pero en ningún caso se puede 
concluir un aumento de actividad en respuesta al cambio de condiciones aeróbicas a 
hipóxicas como el observado para KlFBAI. 
175
 













Omin. tOmm. IOmn. JOmn. tR. tR]Omn. 10. 0 0 mn. ]0 mm. ^0 mn. 














m. 10 mm. 20 mm. 30 mm. 11,. 1 R. ]0 mn. ] R. 0 m. 10 min. 10 mm. l0 m,n. 1 n. 1 n. ]0 mn. 2 R 
TIEMPO * * TIEMPO * * * 
TIEMPO 0 min 10 min 20 min 30 min 1h 1h 30 min 2h 
PO:(%) 86,7 6,7 4,7 4,7 1,2 0,5 0 
Figura 2.30: Expresión de los genes glucolíticos RAGS ( hexoyuinasa), R,9G2 ( fosfoglucosa 
isomerasa), G.dPI ( Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) y PGIC ( fosfoglicerato quinasa) en respuesta 
a un cambio de condiciones aerobias 10^) a hipóxicas ( N^) de la cepa salvaje Y 1140 crecida en una 
cubeta del fernlentador de 2 litros ( Biosta^ tifU; Bram7-Blotech, Alemania) con un volumen de trabajo de 
l,^ litros de medio YPD y una temperatura de 30°C FI tlujo del aire fue de 180 I/h espazcido a través del 
cultivo con una velocidad de agitación de 300 r.p.m. EI nitrógeno ( con una pureza del 99,95%, Carburos 
Metálicos, España) se burbujeó a una presión constante de 0,1^ bares. Las células se crecieron bajo tlujo 
de aire hasta una A,,,,,,°m=0,5 posteriormente el aire se reemplazó por nitrógeno. Las muestras se tumaron 
a diferentes intervalos de tiempo hasta 2 horas para extraer el ARN. Gn las gráficas se representan los 
valores relativos de expresión. previamente normalizados como mediaferror estándar de 3 muestras en 
R.dGS, 2^1G^, G.dP y 2 muestras en PGK. La tabla expresa el porcentaje de oxígeno disuelto en el medio 
de cultivo pOi(%) medido con un electrodo polarográfico. * Indica una diferencia estadísticamente 
significativa con respecto al control. 
Por tanto, en resumen, el gen KlFBA 1 es muy probablemente expresado por 
igual en condiciones aerobias o condiciones hipóxicas a largo plazo pero hay una 
respuesta transitoria a corto plazo que consiste en un descenso de la expresión cuando 
incrementan los niveles de oxígeno disuelto y viceversa, es decir, un incremento de la 
expresión al disminuir los niveles de oxígeno disueltos. La búsqueda de elementos 
reguladores implicados en este patrón de expresión mostró el consenso TTCATTGTTC 
para la unión de Roxlp en la región promotora del gen KJFBAI. Roxlp, regula genes 
que codifican para proteínas que son importantes durante la anaerobiosis (Ter Linde y 
Steensma, 2002), es un represor transcripcional dependiente de hemo de genes 
hipóxicos bajo condiciones aerobias (Zitomer y Lowry, 1992) en S. cerevisiae. Este 
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consenso no se encontró en el promotor del gen FBA l de S. c^^•evis•iue. Para comprobar 
si el sitio de unión de Rox I p en el promotor de 305 pb del gen KIFBAI es funcional, se 
transformaron dos cepas de S. cerevisiue mutantes para el gen ROXl, la BY4741 roxl 
(Y05484, ma! a) y la BY4742 roxl (Y I 5484, nrut a) procedentes del Euroscur^^ 
("Etn-opeun Saccha^-omvices ĉerevisiae archives Ltrnctionul uníilisis") y las 
correspondientes cepas salvajes, con la construcción que contiene el promotor del gen 
KIFBAI de 305 pb fusionado al gen lacZ de E. coli en pXW2 y con el plásmido sin 
promotor. Posteriormente se realizaron ensayos de actividad en medio CM-URA con 
glucosa al 2%. Los resultados obtenidos ( figura 2.31) revelaron que no existen 
diferencias significativas en los niveles de actividad (3-galactosidasa entre las cepas 
salvajes y las mutantes transformadas con la construcción. Esto en principio podría ser 
atribuido a que el fragmento de promotor disponible sea pequeño y que se necesite más 
secuencia para la unión de otros factores transcripcionales ( pues se sabe que la represión 
génica dependiente de Roxl requiere la presencia del complejo represor Tupl/Ssn6, el 
cual interacciona con otros factores de unión a ADN (Ter Linde y Steensma, 2002; 
Kwast et ul., 2002)), o tal vez sea necesaria la presencia de más sitios de unión para 
Rox 1 p. Recientemente se ha tenido acceso a una mayor región promotora ( 1098 pb) del 
gen KlFBA1 (Cedida por Dra. Bolotin-Fukuhara) y se ha podido comprobar que sólo 
existe un posible sitio de unión a Rox I p que se corresponde con el que previamente se 
había identificado en la región promotora de 305 pb. Además por el momento todavía 
en K. lactis no se ha clonado ningún homólogo de ROXI de S. cerevi.ciue y en la base de 
datos de Gennscope no existe ninguna proteína homóloga entre las liberadas. Por ello 
creemos poco probable que el sitio Roxlp presente en el promotor de KlFBA1 sea 
funcional. 
Fi^ura 2.31: Valores dc actividad jl-galactosidasa 
(expresados como U.E.) de las cepas salvajes y 
mutantes para el gen RO.\^/ de S. cererrsrae 
transtbrmadas con la construcción yue contiene el 
promotor del gen K//•B:1/ de 305 pb (PAF^) 
fusionado al gen lacl dc F,. colr y con cl vector 
vacío. I y 2 son las cepas salvajes transforniadas con 
el vector vacío y con la construcción 
respectivamente 3 y 4 son las cepas mutantcs 
transformadas con el vector vacío v con la 
construcción respectivamente. Los cultivos crecieron 
en CM-URA con glucosa al 2%. En la grática sc 
representan los valores como mediafdesviación 
estándar de 6 muestras 12 transfiirmantes 
independientes) en I y 3, 9 muestras (3 
translorntantes) en 2 _v 18 muestras (6 
transtúmiantes) cn -l. 
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Para estudiar si esta regulación por oxígeno del gen KIFBAI era dependiente de 
hemo o no, se ensayó su expresión en una cepa hemo-deficiente de K. lactis obtenida 
por interrupción del gen KIHEMI (González-Domínguez et al., 1997) en comparación 
con una cepa de S. cerevisiae mutante en el mismo gen y las correspondientes cepas 
salvajes. EI efecto negativo de hemo en la transcripción de KIFBAI es evidente, como 
se deduce de los datos obtenidos del mutante heml crecido a diferentes concentraciones 
de ALA, en comparación con el gen FBAI de .S. cerevisiae que no es regulado por hemo 
(figura 2.32). EI gen FBAI de S. cerevisiae no ha sido incluido entre los genes diana de 
Roxlp en los estudios del transcriptoma global (Becerra et al., 2002b; Ter Linde y 
Steensma, 2002) y se ha relatado que es expresado por igual en condiciones aerobias y 
anaerobias en glucosa (Ter Linde et al., 1999) pero inducido anaeróbicamente en 
galactosa (Kwast et al., 2002). En S. cerevisiae no tenemos conocimiento de que se 
hayan realizado estudios de expresión en las condiciones semiaerobias producidas por 
cambios en la disponibilidad de oxígeno que suelen ser frecuentes en el medio ambiente 
natural de la levadura. Sin embargo, se ha postulado que las aldolasas glucolíticas de 
eucariotas superiores se inducen por hipoxia (Kietzmann et al., 1996; Michiels et al., 
2002). 
K.lactis S.cerevisiae 
A heml ^yt A heml ^t_ 
0.5 100 0.5 100 
ALA ALA ALA ALA 
rARN25s ^ ^ ^ ^ 
KI FBA1 !^ĉ ^ `i^^
 




Figura 2.32: Intluencia del hemo en la transcripción de KIFB.-I l. F.I mutante henrl se creció en 
Erlenn:et•er hasta una A,,,,,,,,m=0.6 en medio CM (sin uracilo, CM-URA, sólo en el caso de K. /actis), pero 
suplementado con ácido 5-aminolevulínico (ALA), a 0.^ µg ALA/mL o 100 µg AL.A/mL, para reproducir 
condiciones hemo-deficientes y hemo-suficientes. respectivamente, como se ha descrito previamente 
(González Domínguez er at.. 2000). La cepa wt es la cepa salvaje a partir de la cual se obtuvo el mutante 
heml, crecida en medio sintético completo CM. Los valores relativos de expresión, previaznente 
normalizados se expresan conw mediaterror estándar de 2 muestras en el caso de S. cerevisiae y 4 
muestras en el caso de K. tacris. rARN25s es el control interno de cazga. * Indica una diferencia 
estadísticamente signiticativa con el resto de las condiciones. En S. cerevisiae no hay una diferencia 
estadísticamente signiticativa entre las medias. 
En experimentos de PCR en Tiempo Real, también se pudo comprobar que 
hemo ejerce un efecto negativo en la transcripción del gen KIFBAI, que se expresó 
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entre 1,7 y 3 veces más en condiciones hemo-deficientes que hemo-suticientes (tabla 
2.10). 
"1'abla 2.10: Expresión relativa del gen K11^'B.1/ en la cepa salvuje y^ en un mutantc A74hem1 
ambos de la levadura K lac^is ( crecida a diferentes concentraciones de ALA) mcdiante cxpcrimentos dc 
PC'R en Tiempo Real. EI análisis de los datos se realizb empleando el métodu 2-^^^'^' (Livak y Schmittgen, 
2001). Se emplearon dos controles, el gen de la actina y cl de la gliceraldchído-3-li^sfáto deshidrogcnasa 
(GAPDH ) de K. lacns. En la tabla se muestra la media de 8 réplicas, 4 dc cllas normalizadas frente al gen 
de la actina a^ las otras 4 normalizadas frente al gen GAPDH Para la amplilicación del gen Kll^^l3al se 
emplearon los cebadores ILLALDO-U I y KLALDO-L I(ver tabla M4 de Materiales y Métodos). 
Condición ensayada Expresión relativa 
Cepa salvaje ( K/) en medio CM I 
Mutante Ktdheml en medio CM-URA 0.5 ALA 1.6Rt0,36 
Mutante Ktdheml en medio CM-URA 100 ALA 0,57t0.02 
2.6. Producción de fructosa-l,ó-bisfosfato a partir de lactosa 
Un mercado indiscutible para cualquier derivado obtenido por biotransformación 
de lactosueros es la industria farmacéutica. En los últimos años han empezado a 
desarrollarse bioprocesos para la conversión de la glucosa en fructosa-l,ó-bisfosfato. 
La F-1,6-P^ desempeña metabólicamente muchas funciones que la hacen 
utilizable en Farmacología en sus formas salinas de sodio, calcio y bario. Entre las 
funciones farmacológicas atribuidas a este producto cabe destacar: a.- su papel como 
inhibidor de la agregación plaquetaria (Cavallini et al., 1992), b.- activador de la 
capacidad fagocítica del sistema retículo endotelial (Markov et ul., 1991), c.- protector 
frente a la toxicidad causada por la ciclosporina A, habitualmente empleada en 
tratamientos a enfermos transplantados (Hutcheson et u1., 1995, Cardoso et ul., 1996), 
d.- mejora de la contractibilidad miocárdica (Munger et ul., 1994), e.- protector hepático 
(Markov et al., 1991) , f- incrementa la preservación hipodérmica del corazón (Niu et 
al., 1999), g.- actúa como neuroprotector preservando la concentración de ATP celular y 
previene incrementos en los niveles de calcio durante la hipoxia (Donohoe et ul., 2001; 
Romsi et al., 2003), h.- atenúa la formación del edema pulmonar inhibiendo la 
producción de radicales libres de oxígeno (Markov et al., 2002), i.- dismintrye los 
efectos de la isquemia, de hecho, se ha empleado para la conservación de órganos 
(Ehringer et al., 2002; Sola et al., 2003), j.- actúa como cardioprotector (Riedel et a/., 
2004) y como antiinflamatorio (Alves et al., 2004). 
Tan variadas funciones tienen seguramente su base molecular en el papel de la 
F-1,6-P, en la transmisión de señales (Loguercio et u(., 1996; Markov et al., 1991; 
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Cavallini et a/., 1992; Munger et a/., 1994; Hutcheson et al., 1995; Cardoso et al., 1996; 
Niu et al., 1999). Además de estas aplicaciones actualmente en desarrollo, podemos 
encontrar F-1,6-P^ en preparados comerciales a la venta en farmacias: medicamentos 
contra vómitos acetonémicos como el SUGARCETON, tónicos y reconstituyentes 
como el PLEON, o asociaciones antianémicas sin hierro como el HEPATOCOMPLET 
B12 TR[PLE entre otros. 
En este sentido se propuso la utilización de sueros lácteos empleando la levadura 
K. lactrs para la obtención de F-1,6-P^. Las características metabólicas de esta levadura 
permiten bloquear pasos de la primera parte de la vía glucolítica sin comprometer la 
viabilidad celular, dado el importante papel que desempeña la vía de las pentosas 
(Jacoby et al., 1993; González Siso et al., 1996a). De esta forma el bloqueo de la 
transformación de fructosa-l,6-bisfosfato en triosas, catalizada por la enzima aldolasa, 
permitiría la acumulación de este producto con grandes aplicaciones farmacológicas. 
Con el fin de obtener un mutante para la fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa en la 
levadura K. lactis, se desarrollaron tres construcciones que contenían un fragmento del 
gen KIFBAI, interrumpido con el gen marcador URA3 y otra interrumpida con el gen 
de la canamicina, clonado en el vector comercial pGEM-T-Easy. Dos construcciones 
consistieron en el fragmento de 787 pb del gen KIFBAI, clonado por PCR en el presente 
trabajo, interrumpido con el marcador URA3 en el sitio de corte para la enzima de 
restricción Hind III sin eliminar ningún nucleótido (dejando una secuencia para la 
recombinación de 307 pb hacia el extremo 5" y 480 pb hacia el extremo 3"), y en los 
sitios de corte C/a I y Bgl II eliminando 202 pb (dejando una secuencia para la 
recombinación de 93 pb hacia el extremo 5" y 492 pb hacia el extremo 3"). Otra 
construcción contenía toda la ORF del gen KlFBA1 interrumpida con el marcador 
URA3 en los sitios Bg! II y Bal I eliminando 141 pb (dejando una secuencia de 
recombinación de 494 pb hacia el extremo 5'y 451 pb hacia el extremo 3"). La última 
construcción consistió en el fragmento de 787 pb del gen KlFBA1 interrumpido con el 
gen de la canamicina en los sitios de corte Ba! I y Bgl II eliminando 141 pb (dejando 
una secuencia de recombinación de 295 pb hacia el extremo 5" y 351 pb hacia el 
extremo 3"). 
Después de varios intentos fallidos de transformación para la obtención del nulo 
por el método del One-Step (Chen et al., 19926) se pensó que el gen KIFBAI podría ser 
esencial para la levadura K. lactis y que por ello no se hubiese obtenido ningún nulo 
hasta ese momento. Debido a ello, por un lado se construyó una cepa diploide de K. 
i Ko 
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luctis, a partir de las cepas haploides ATCC 32143 W600B y ATCC 32144 WM37, con 
el fin de interrumpir una sola copia y de este modo solventar el problema. Paralelamente 
se clonó el gen K1FBA 1 en el vector pUK-S I I y se transformó la levadura M W I 90-9B 
para mantener una copia extra del gen dentro de la levadura y poder anular así la copia 
genómica. A pesar de ello, todos los posibles candidatos a nulo obtenidos fueron falsos 
positivos. 
Una justificación posible a la no obtención del mutante en la aldolasa puede ser 
debido a que las colas de recombinación en las construcciones eran demasiado 
pequeñas. Además, ya se ha descrito que K. lactis, con relación a la levadura tradicional 
S. cerevisiae, tiene una menor tasa de recombinación dificultando la interrupción de 
genes por recombinación homóloga (Wesolowski-Louvel et ul., 1996, Becerra et al., en 
prensa). Estos autores postulan la existencia de divergencia entre los genes relacionados 
con la recombinación en ambas levaduras. 
Debido a la imposibilidad de obtener este mutante y, puesto que nuestro objetivo 
inicial era la producción de F-1,6-P^ a partir de lactosueros, se ensayó la posibilidad de 
producir este compuesto a partir de cepas recombinantes de S. cerevisiue. 
Una de las vías de síntesis industrial de F-1,6-P^ está basada en la fosforilación 
enzimática de la glucosa utilizando células de S. cerevisiue permeabilizadas como 
fuente de las enzimas necesarias: hexoquinasa, 6P-glucosa isomerasa y 
fosfofructoquinasa. Este proceso se ha puesto a punto a escala de laboratorio para la 
utilización de melazas con un alto contenido en glucosa ( Compagno et ul., 1992a y 
1992b). La levadura S. cerevisiae no se puede utilizar directamente para el tratamiento 
de sueros lácteos porque el principal azúcar presente en los sueros es el disacárido 
lactosa, y esta levadura carece de la actividad lactasa o p-galactosidasa necesaria para 
escindirlo en sus monosacáridos componentes glucosa y galactosa. Los mismos autores 
preocupados en la reutilización de melazas, pensaron que los sueros lácteos eran un 
buen subproducto utilizable como sustrato para la obtención de F-1,6-P^ y desarrollaron 
un sistema utilizando células de S. cererisiae transformadas con el gen Q-galactosidasa 
procedente de la bacteria E. coli y permeabilizadas con tolueno a fin de que liberasen la 
enzima al medio ( Compagno et al., 1993a). Estos autores lograron la utilización total de 
la lactosa, aunque una parte importante se transformaba en etanol. La F-1,6-P^ procedía 
fundamentalmente de la glucosa, quedando parte de la galactosa sin transformar. 
No sólo para la obtención de F-I,b-P,, sino también con otros objetivos 
relacionados con la bioconversión del lactosuero en productos de interés comercial, 
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varios autores han ensayado la construcción de cepas de S. cerevisiae que son capaces 
de crecer en medios con lactosa ( Sreekrishna y Dickson, 1985; Russell, 1986; Vanoni et 
al., 1989; Jeong et al., 1991; Porro et al., 1992; Kumar et al., 1992; Compagno et al., 
1993a; Rubio-Texeira et al., 1998; Adam et al., 1999; Domíngues et al., 1999a y 1999b; 
Tahoun et al., 2002). En este sentido, en nuestro laboratorio, Becerra et al.,(2001a y 
2001b) transformaron diferentes cepas de S. cerevisiae con plásmidos que contenían la 
^3-galactosidasa de K. lactis fusionada a distintas secuencias señal de secreción. Todas 
las cepas transformadas resultaron ser capaces de metabolizar la lactosa mostrando 
diferentes velocidades de crecimiento en medios con este disacárido como fuente de 
carbono. EI grado de utilización de la lactosa se correlacionó con los niveles de 
secreción de R-galactosidasa, ya que S. cerevisiae también carece de la lactosa­
permeasa, el transportador del disacárido al interior de la célula, con lo cual la hidrólisis 
debe tener lugar en el medio de cultivo o en el periplasma, pues al periplasma la lactosa 
puede entrar por difusión. 
La cepa BJ3505/YEpFLAGI-LAC4 mostró los mayores niveles de secreción de 
^3-galactosidasa y de consumo de lactosa, por ello fue la elegida para mejorar sus niveles 
de secreción obtenidos en permeado de suero de leche, y en consecuencia la utilización 
de lactosa, en función de las condiciones del cultivo, así como valorar la posible 
utilización de dicha cepa para producir F-1,6-P, a partir de lactosueros, como una vía 
para el aprovechamiento de este subproducto. La expresión de proteínas a partir del 
vector YEpFLAGI utilizado en este trabajo no requiere la adición de inductores, 
cambio de temperatura o cambio de medio de cultivo. EI promotor de la alcohol 
deshidrogenasa de la levadura (ADH2) se reprime cuando la levadura huésped BJ3505 
crece en presencia de glucosa. Las cepas recombinantes consumen lactosa y glucosa al 
mismo tiempo. De hecho, no existe glucosa en el medio de cultivo y, como la expresión 
tiene lugar cuando no hay glucosa, el promotor está desreprimido. Los niveles de 
expresión alcanzados son frecuentemente 10 mg de proteína fusionada a FLAG por litro 
de cultivo de levadura o mayores. La elección del tiempo óptimo del crecimiento del 
cultivo y que medio usar para la expresión de proteínas fusionadas a FLAG a partir de la 
cepa de levadura BJ3505, es una decisión que se debe determinar experimentalmente 
para cada proteína. 
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2.6.1. Estudio del efecto de los factores medioambientales sobre la secreción de (f­
galactosidasa por cepas recombinantes de Saccharomyces cerevisiae en permeado 
de suero de leche 
En levaduras, algunas proteínas son fácilmente secretadas, mientras que otras 
parecen no ser adecuadas para la secreción. En este sentido Rossini et al., (1993) 
estudiaron los efectos de varios parámetros medioambientales en la secreción heteróloga 
de la (3-galactosidasa de E. coli, proteína intracelular y dificilmente secretada mediante 
la manipulación del gen, por S. cerevisiae. Estos autores observaron que una mayor 
temperatura de crecimiento, la utilización de medios ricos y la presencia de agentes 
reductores mejoraban la secreción de dicha enzima. En estas condiciones de cultivo, las 
células en fase estacionaria fueron las que mostraron los mayores niveles de expresión. 
Por otra parte, se ha descrito que la producción extracelular de la proteína 
híbrida (3-glucanasa de Bacillus amyloliyuejaciens por E. coli depende de distintas 
variables, tales como la concentración de sales (NaCI) y el suplemento de oxígeno 
(Miksch et al., 1997). En cultivos en Er/enmeyer el grado de oxigenación puede 
modificarse en función del volumen del cultivo y la velocidad de agitación (Miksch et 
al., 1997). 
Uno de los objetivos perseguidos en el presente trabajo consiste en la hidrólisis 
del componente mayoritario del permeado de suero de leche, la lactosa, mediante la 
enzima (3-galactosidasa, la cual es secretada por la cepa BJ3505/YEpFLAGI-LAC4. Es 
de esperar, que cuanto mayor sea la cantidad de enzima que se libera al medio de 
cultivo, mayor será la cantidad de lactosa que se hidroliza a glucosa y galactosa. Se 
realizó un estudio de la influencia de cuatro variables (temperatura, aireación, 
concentración de NaCI y tiempo de incubación) y sus interacciones sobre la producción 
extracelular de (3-galactosidasa por dicha cepa en permeado de suero de leche 
suplementado ( Becerra et al., 2002a), mediante un diseño experimental consistente en 
un plan factorial completo, cuyos dominios y criterios de codificación se recogen en la 
tabla 2.1 l. 
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Tabla 2.11: Dominios experimentales de las variables y su codificación para el plan factorial en 
permeado de suero de leche con cuatro variables. 
Valor Valores naturales
codificado 
Aireación Concentración TiempoTemperatura (T: 
^C) (A: r.p.m./mL) (C: % NaCI) (t: horas) 
- I 23 100/50 = 2 0 30 
0 30 200/50 = 4 1 51 
+l 37 300/50 = 6 2 72 
Los valores de actividad (3-galactosidasa extracelular determinados en el medio 
de cultivo se recogen en la tabla 2.12. En la tabla 2.13 se muestra el análisis de la 
varianza para la respuesta (actividad (3-galactosidasa extracelular) en donde ya se han 
eliminando los coeficientes no significativos. 
Matriz ex erimental A.E. 
T A C t (pmol/min.mL) 
I -I -I -1 0 
I -1 I I 0,6 
-1 -I I -I 0 
I 1 I I 0 
I I -I -I 0 
0 0 0 0 1,8 Tabla 2.12: Resultados del plan factorial en 
I -I I -I 0 permeado de suero de leche con cuatro variables. Se 











actividad (3-galactosidasa extracelular observados, de 
acuerdo con el dominio experimental de la tabla 2.1 I. 
I I -I I ?,37 
0 0 0 0 1,8 
-1 1 I -I 0,28 
0 0 0 0 1.33 
-I I -I -1 0,01 
-I 1 I I 1,04 
I I I -I 0 
-1 -1 -1 -1 0,21 
0 0 0 0 I,55 
-I I -I 1 2,81 
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1'abla 2.13. Análisis de la sananza para la respuesta (actisidad (^-galactosidasa e^tracclularl dcl 
plan factorial en permcado de suero de Icche con cuatro variables. de acucrdo con cl donunio 
experimental de la tabla 2. I I. y^ eliminando los coeticientes no significativos 
Fuente Suma de cuadrados Gradus de libertad Media de cuadrados F^,^,^„^e. ^'alor P 
T^.Temperatura 7,9GG51 I 7,9GG51 195,39 0.0011 
A_Aire 1.8292G 1 1,8292G 35,G8 0,0094 
C^.tiaCl G.8'_51G I G.R'_51G I±i.13 O.OOIJ 
t^.Tiempo 18,9878 I 18,9878 370,37 0,0003 
TA 3.75391 I 3.75391 73?? 0.0074 
TC 2,0377G I Z.U:77G i9.75 0,0081 
Tt 6,6177G I GG177G 129.OR 0,0015 
At 1.9390G I L9190G 37,8? U.OOSG 
Ct G.98?81 I G,98?81 13G ?I O,OOId 
TAC 3,dG891 1 3,3G891 G7,GG Q0038 
TAl 3.91051 I i 91051 7G.28 0,0032 
T'CI 3,12431 I 2.12d31 41,dJ 0.007G 
TACt ?.G3351 I 2.G32S I 51.35 0.005G 
Falta a^uste 1.351GG 3 0,150555 8.79 0,0537 
Ertor puro 0,1538 i 0,0512GG7 
Total 70.5817 19 
R'=97,8671 %; R' ajustado=93,24^7 %; Ertor estándar estimado=0.50091: Error absoluto 
medio=0.22385: Gstadistico Durbin-Watson=2,43428 
EI sistema es susceptible de definirse mediante la siguiente ecuación, en donde 
todas las variables individuales y las interacciones temperatura-aire, temperatura­
concentración de NaCI, temperatura-tiempo, aire-tiempo, concentración de NaCI­
tiempo, temperatura-aire-concentración de NaCI, temperatura-aire-tiempo, temperatura­
concentración de NaCI-tiempo y temperatura-aire-concentración de NaCI-tiempo 
presentaron influencia significativa en la respuesta: 
Actividad p-^alactosidasa = 1,2d5S - U,705625:1' - 0,33812S.A - 0,653125,(' + 1,0893Zt + 
O,d8437S.T.A + 0,356875:1'.(' - 0,6^13125.'I'.t - 0,3d8125.:1.t - 0,660625.('.t - 0,365625:1'.:1.(' + 
0,49^375.T.A.t + 0,364375: I'.C.t - 0,^0562S,T.A.('.t 
Algunas de las superficies de respuesta más ilustrativas correspondientes a la 
ecuación obtenida están representadas en la figura 2.33. 
Como se puede observar en la figura 2.33, la respuesta aumenta en el dominio 
experimental cuando el tiempo de incubación se incrementa (coeficiente positivo) y la 
temperatura, aireación y concentración de NaCI se reducen (coeficientes negativos). EI 
efecto del tiempo de cultivo es mayor cuando la temperatura, aireación y concentración 
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de NaCI son bajas. Del mismo modo, a los menores tiempos de cultivo ensayados no se 
observa influencia sobre la secreción por las otras variables analizadas. 






I irmp^^I cmperatura 
1^=11: ^^ ^I)1^=O: ('=U 
F'igura 2.33: Superticies de respuesta obtenidas en los cultivos en permeado de suero de leche 
realizados de acuerdo con el plan experimental con cuatro variables definido en la tabla 2.12. La 
respuesta lactasa es la actividad p-galactosidasa extracelulaz. Los valores y nomenclatura de las variables 
pueden verse en la tabla 2.1 I 
2.6.2. Estudio de la producción de fructosa-l,ó-bisfosfato por cepas de S. cerevisiae 
recombinantes a partir de lactosa 
EI siguiente objetivo del presente trabajo consiste en analizar la posibilidad de 
producir fructosa-l,ó-bisfosfato a partir de lactosueros por la cepa recombinante de S. 
cerevisiae BJ3505/YEpFLAGI-LAC4 (Becerra et al., 2002a). En las mejores 
condiciones determinadas según el plan factorial (T=23°C, A=200 r.p.m., t=72h. y 
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NaC1=0%) se realizaron tres cultivos de dicha cepa y tres cultivos de una cepa silvestre 
de K. luctis NRRL-Yl 140 (utilizada como control dado que es capaz de metabolizar la 
lactosa) en permeado de suero de leche. Una vez crecidas las células y antes de 
introducirlas en el medio de bioconversión para la posterior producción de la fructosa­
1,6-bisfosfato, se determinó que la actividad ^3-galactosidasa intracelular de la cepa 
recombinante era de 888 U.E./mL. Esta actividad resulta no sólo de la enzima que ha 
sido secretada (y que permanece retenida en el periplasma) sino también de la enzima 
citoplasmática. La levadura puede crecer en lactosa gracias a que secreta parte de la 
enzima al medio de cultivo. A su vez, la parte de esta enzima que queda dentro de la 
levadura permite que una vez que las células se introduzcan en el medio de 
bioconversión se pueda producir la fructosa-l,6-bisfosfato. Cada cultivo con la misma 
cepa difirió en el tratamiento que recibieron las células para permeabilizarlas. En el 
primer cultivo las células se permeabilizaron por adición de tolueno al 10%, en el 
segundo por adición de etanol al 70% (0,4 mL/mg biomasa) y en el tercero las células 
no se permeabilizaron. Se tomaron muestras de cada uno de los cultivos a diferentes 
intervalos de tiempo para posteriormente determinar el consumo de lactosa y la 
producción de etanol, glucosa, galactosa y fructosa-l,b-bisfosfato. 
La permeabilización con tolueno libera la enzima al medio. Un problema de la 
utilización de células permeabilizadas con tolueno es que una parte de la fuente de 
carbono se transforma en etanol, lo que ha sido comprobado con glucosa, lactosa y 
sacarosa (Compagno et al., 1992a, 1992b y 1993a). Esto se trató de evitar en este 
trabajo permeabilizando las células con etanol, pues se ha demostrado que las células de 
Kl:wi^eromyces luc^tis así permeabilizadas hidrolizan la lactosa a glucosa y galactosa sin 
fermentar los monosacáridos a e[anol (Siso et al., 199?; Siso & Doval, 1994). 
En la figura 2.34 se representan los resultados obtenidos con la cepa silvestre de 
K. lactis NRRL-Y I 140. En esta figura se observa que la producción de fructosa- I,6­
bisfosfato es 2 veces mayor en las células permeabilizadas con tolueno que en las 
permeabilizadas con etanol. Aún así, las células permeabilizadas con etanol producen 7 
veces más fructosa-l,6-bisfosfato que las células sin permeabilizar. Las células 
permeabilizadas con etanol produjeron menores concentraciones de etanol y mayores 
concentraciones de galactosa y glucosa que en los otros dos casos, lo que corrobora los 
resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio (Siso et al., 199?; Siso & 
Doval, 1994). Sin embargo, los rendimientos de producción de fructosa-l,6-bisfosfato 
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en base a la lactosa consumida, calculados en el momento de máxima concentración de 
fructosa-l,b-bisfosfato, oscilaron entre el 6-8% para las levaduras permeabilizadas con 
etanol y sin permeabilizar, alcanzando el 40% en el caso de las levaduras 
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Figura 2.34 Consumo de lactosa y producción de glucosa, galactosa, etanol y fructosa-I.b­
bisfosfato (g/l.) por la cepa silvestre de K. lactrs Y1140. (A) células sin permeabilizar, (B) células 
permeabilizadas con tolueno y(C) células pernieabilizadas con etanol. 
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Figura 2.3_5^. Consumo de lactosa y producción de glucosa, galactosa, etanol y liuctosa-l,6­
bisfbsfato ( g/L) por la cepa recombinante de S. cerevlsiae BJ350^/YEpFLAGI-LAC4. ( A) células sin 
permeabilizaz. ( B) células permeabilizadas con tolueno y(C) células penneabilizadas con etanol. 
En el caso de la cepa recombinante de S.cerevisiae BJ3505/YEpFLAGI-LAC4 
(figura 2.35), las células permeabilizadas con tolueno, al igual que ocurrió con la cepa 
silvestre de K. lactis Y 1 140, fueron las que produjeron una mayor concentración de 
fructosa-l,6-bisfosfato. Las células permeabilizadas con etanol rindieron menores 
concentraciones de etanol que las células permeabilizadas con tolueno y las células sin 
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permeabilizar, pero también los rendimientos en producción de fructosa-l,6-bisfosfato 
en base a la lactosa consumida fueron menores, no alcanzando el 2%, frente al 6% 
conseguido con las células sin permeabilizar y el 35% con las células permeabilizadas 
con tolueno. Compagno et aL ( 1993a) lograron, optimizando las condiciones de la 
bioconversión, un 54% de transformación de lactosa en fructosa-l,6-bisfosfato con otra 
cepa recombinante de S.cerevisiae. Este rendimiento fue inferior al conseguido con 
cepas silvestres de la misma levadura en glucosa o melazas (Compagno et al., 1992a y 
19926). 
Comparando ambas cepas, Y1140 y BJ3505/YEpFLAGI-LAC4 sin 
permeabilizar, se observó que a las 24 horas de cultivo era cuando más cantidad de 
fructosa-l,6-bisfosfato existía en el medio, siendo la concentración de este azúcar 
mayor en las células recombinantes de S.cerevisiae que en la cepa silvestre Y 1 140. Este 
resultado es de relevancia, ya que a partir de una cepa que no es capaz, en principio, de 
crecer en medios con lactosa se ha obtenido casi 3 veces más fructosa-l,6-bisfosfato que 
con una cepa silvestre que sí es capaz de crecer naturalmente en presencia de lactosa. 
Este hecho puede explicarse en base a que la cepa recombinante secreta parte de la (3­
galactosidasa al medio de cultivo, con lo cual la hidrólisis de la lactosa es más rápida 
que en el caso de la cepa silvestre de K.lactis cuya enzima es intracelular debiendo ser 
transportada la lactosa al interior de la célula para su hidrólisis. 
En base a los resultados expuestos, la cepa recombinante de S. cerevisiae 
construida en nuestro laboratorio y permeabilizada con tolueno, podría utilizarse para la 
bioconversión de la lactosa de lactosueros en fructosa-l,6-bisfostato, obteniéndose 0,06 
gL-'h^' de fructosa-l,6-bisfosfato frente a 0,36 gL-'h-' obtenidos en la cepa salvaje de K. 
lactis, si bien es necesario optimizar las condiciones a fin de mejorar los rendimientos. 
190
 
RI^:SI^I.^fADOS Y DISCUSION 
3. ESTUDIO DEL GEN ND/1 DE Kluyveronryces luctis 
3.L Clonación y secuenciación del gen ND/1 de Kl^it•veronr^^ces luc^is 
En este trabajo se planteó la clonación del gen que codifica para la NAUH 
deshidrogenasa interna de la cadena respiratoria mitocondrial de K. lartis con tres 
objetivos: i) explicar las bases moleculares de la elevada capacidad respiratoria de la 
levadura K. lactis frente a la levadura S. cerevisiae; ii) la conexión existente entre los 
elevados niveles de actividad de la ruta de las pentosas fosfato y la necesaria actividad 
de la cadena respiratoria; iii) para poder aportar nuevos datos que permitan explicar 
mecanismos alternativos para la reoxidación mitocondrial de los coenzimas. 
La clonación de la deshidrogenasa mitocondrial interna de K. lactis se abordó 
mediante tres estrategias diferentes. En un principio, cuando se comenzó este trabajo y 
mientras se realizaban las dos primeras estrategias de clonación de este gen, no se 
disponía de información del proyecto Genvscope de secuenciación al azar del genoma 
de la levadura K. lactis, por lo que no se conocía ningún fragmento de la secuencia de 
este gen. 
En una primera aproximación, se intentó clonar el gen KINDl1 a partir de una 
genoteca de K. lactis mediante experimentos de complementación de dos cepas de la 
levadura S. cerevisiae mutantes para el gen ScNDII. Estas cepas procedentes del 
Euroscazf ("Etzropean Saccharomyces ĉerevisiae archives (iznctional irnálisis"), 
denominadas BY4741ndi1 (Y06521, mat a) y BY4742ndil (Y16521, mut a), tienen la 
ORF YML120c que codifica para la deshidrogenasa mitocondrial interna I de S. 
cerevisiae reemplazada por el casete kanMX-!. Estas cepas mutantes presentan un 
crecimiento deficiente en lactato como fuente de carbono (Small y McAlister-Henn, 
1998). 
Las genotecas de K. lactis empleadas fueron las basadas en los vectores 
YEplacl95 y pAB24. Como paso previo, se transformaron las levaduras mutantes con 
ADN plasmídico de los vectores YEpIac195 y pAB24 (ambos portadores del marcador 
auxotrófico URA3) y se sembraron en placas CM-URA con lactato como fuente de 
carbono. Esta transformación sirvió para asegurarse de que los vectores por sí solos son 
incapaces de complementar la falta de crecimiento en lactato de los mutantes, 
concluyendo que estos mutantes son aptos para su uso en experimentos de 
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complementación. Posteriormente se transformaron los dos mutantes con las dos 
genotecas de K. lactis. 
Los transformantes se crecieron en placas CM-URA lactato y, de todos los 
transformantes que crecieron en lactato, se hizo una extracción de ADN plasmídico de 
levadura que a su vez se utilizó para transformar bacterias de E. coli competentes con el 
fin de poder amplificar este ADN plasmídico. Los transformantes bacterianos se 
analizaron por análisis de restricción ( para averiguar los tamaños de los insertos) 
resultando ser todos iguales. Como última comprobación, se re-transformaron los 
mutantes y, además, también se realizaron estudios de eliminación plasmídica para 
asegurarse de que la capacidad de crecimiento en lactato era conferida por el plásmido. 
De entre todos los clones obtenidos, se eligió el Y 1 G 1 C3, resultante de transformar el 
mutante BY4742ndil (Y16521, mat a) con la genoteca de K. lactis basada en el vector 
YEpIac195. A partir de los análisis de restricción realizados, se pudo elaborar un mapa 
de restricción bastante aproximado del clon seleccionado que se muestra en la figura 
3.1. 
Figura 3.L• Mapa de restricción del 
candidato YIGIC'3 yue complementa la 
falta de crecimiento en lactato del mutante 
ScNDll::kanh9a"d- Los tamaños son 
aproximados-
Se calculó que el tamaño del inserto era de aproximadamente 3.100 pb. Se 
procedió a la secuenciación del inserto del clon utilizando la técnica del DNA-walking y 
para ello se diseñaron una serie de cebadores con el programa informático OLIGO que 
son los que se recogen en la tabla 3.1. 
cef3A^oKta secuEVCLA 
REVFR.SF_ S^CAGG.AA.AC.AGCT.ATGAC3' 




\' I G 1 C3l' 1 5^GC.AGCAGCT.ATCTATATGGCACTC 3' 
UN1^'ERSA1, SCGACGTTGT.AAA.ACGACGGCCAGT± 
"1'abla 3.I : Secuencias de los cebadores empleados para la secuenciación del clon Y IG IC3. 
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Una vez finalizada la secuenciación y traducida la secuencia a proteína, se 
realizó una búsqueda de homología con el programa informático BlustX en la base de 
datos EMBL, obteniéndose un 89% de identidad y un 94% de positivos con el gen que 
codifica para el factor de inicio de la transcripción (TFll81 de la levadura .S. cerevi.ti^iue, 
un 92% de identidad y un 92O'o de positivos con el gen que codifica para el factor de 
inicio de la transcripción (TFIIB) de la levadura K. luctis. Además, este inserto contenía 
otro gen que presentó un 44% de identidad y un 55% de positivos con el gen que 
codifica para una nucleósido difosfatasa (Yndlp) de la levadura S. cerevisiue y un 38% 
de identidad y un 53% de positivos con el gen que codifica para una nucleósido 
fosfatasa de la levadura S. pomhe. 
Posteriormente se emplearon los cebadores de la tabla 3.1 para comprobar 
mediante técnicas de PCR que los otros clones obtenidos a partir de las genotecas de K. 
luctis basadas en los vectores l'EpIac195 y pAB24 contenían la misma secuencia. Estos 
resultados pusieron de manifiesto que transformando por complementación dos 
mutantes distintos para el gen ScNDII ( mut a y mat cz) con dos genotecas diferentes 
(basadas en los vectores YEpIac195 y pAB24) y en diferentes ocasiones, siempre se 
obtiene que los genes de K. lactis homólogos a ScYNDI y ScTF/lB complementan 
reiteradamente la falta de crecimiento en lactato de los mutantes ndil de S. cerevisiue. 
Nuestra hipótesis para explicar el hecho de que se clonase el gen KITF/lB mediante 
complementación del fenotipo de ausencia de crecimiento en lactato del mutante en el 
gen ScNDII, consiste en que la sobre expresión de KITFIIB permitió la unión y la 
activación de Adrlp y por tanto la activación de genes, regulados a su vez por este 
activador transcripcional, relacionados con el metabolismo del lactato como son JENI y 
C'YB2. JENI es una permeasa encargada de transportar el lactato al interior celular 
(Bojunga y Entian, 1999; Alberti et al., 2000) y CYB2 es la L-lactato ferricitocromo c 
oxidorreductasa que cataliza la oxidación del L-lactato (Young et al., 2003). 
En la levadura S. cerei^isiae, el activador transcripcional Adrlp es necesario para 
la expresión del gen ADH? ( alcohol deshidrogenasa 2) bajo condiciones no 
fermentativas (Chiang et al., 1996). También regula genes necesarios para el 
metabolismo del etanol, el metabolismo del glicerol, el funcionamiento y biogénesis del 
peroxisoma ( Chiang et ul., 1996; Young et al., 2003). Adrlp es una proteína de unión a 
ADN. La presencia de cuatro TADs (dominios de activación de la transcripción) sugiere 
que Adrlp puede establecer múltiples contactos proteicos con cofactores 
transcripcionales y/o con componentes transcripcionales del núcleo ( Chiang et al., 
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1996). Estudios genéticos han implicado a varios factores generales de la transcripción 
como posibles mediadores de la función activadora Adrlp. Chiang et al. (1996) 
demostraron que TFIIB podía unirse a los TADs I y IV a partir de su región C-terminal. 
Más tarde, al aplicar la técnica de la DCbyPCR se pudo comprobar además que 
el gen KIND/1 no estaba representado en las genotecas empleadas en los ensayos de 
complementación y que por tanto resultaba inviable clonarlo a partir de ellas. 
Como una segunda aproximación a la clonación de la deshidrogenasa 
mitocondrial interna de la levadura K. lactis, se procedió a la creación de cepas de S. 
cerevisiae dobles mutantes para la deshidrogenasa mitocondrial externa I y la 
deshidrogenasa mitocondrial interna I y también para la deshidrogenasa mitocondrial 
externa 2 y la deshidrogenasa mitocondrial interna 1, con el fin de poder encontrar 
algún fenotipo asociado a estos dobles mutantes que nos permitiese clonar por 
complementación la deshidrogenasa mitocondrial interna de K. laclis. En este sentido, 
para la creación de los dobles nulos, se emplearon cuatro cepas mutantes para la 
deshidrogenasa mitocondrial externa 1 y para la deshidrogenasa mitocondrial externa 2 
de la levadura S. cerevisiae que son las que se recogen en la tabla 3.2. 
CF;PA GENOTIPO Fl'ENTk: 
Bti'^711 ndel hfATn, h^sidl. Irv240, mell^40, urat40, yMl<N^<^:kcvutil.l^a Euroscarf 
(1'00726) 
Bl'J7a2 ndel t/:17IX luct.]l, 1ea24n, h.c?d/l, ^cru340, i'h1KIJ5c-knnAl.t'! Euroscarf 
(l'10726) 
FLPZ013-078tA) .ll-I/^^r ura3-?'. I//.1'3. /ru?^L Li'.^7. Irp/dh3. PULOxSv/J. /63.i1-:koniLL1"J Euroscarf 
tFl^nde2),(10194A) 
FLPZ011-OJDI^L) SL-IÍ'a wu3-^?. hrc9.L^00. LFl'?. Lt'S3, 7Rl'L Y'[)LOxSvla, 113^)--karutf.l'f Euroscarl 
fFY nde2), I I019361 
Tabla 3.2: Genotipo y procedencia de las cepas emplcadas para la creación de dobles mutantes 
para la deshidrogenasa mitocondrial externa 1 y la deshidrogenasa mitocondrial intema 1 y también para 
la deshidrogenasa mitocondrial externa 2 y la deshidrogenasa mitocondrial interna I de la levadura S. 
cerer•Lsiae. 
Como paso previo a la transformación para la obtención de los dobles mutantes, 
se diseñó una construcción que contenía el gen ScND/1 de la levadura S. cerevisiae 
interrumpido. Para ello, empleando los cebadores SCNDI l F y SCNDII R(tabla M4 
Materiales y Métodos) y ADN genómico de la levadura S. c•erevisiae como ADN 
molde, se amplificó por técnicas de PCR un fragmento de 1609 pb que se corresponde 
con toda la ORF YMLl2^c del gen ScNDl1. Este fragmento se clonó en el vector 
comercial pGEM-T-Easy, el cual se analizó por digestión con endonucleasas de 
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restricción y mediante secuenciación. A continuación, se digirió esta construcción con 
la endonucleasa de restricción Hind I11 que corta una única vez dentro de la ORF del 
gen ScND/l y se interrumpió con el gen marcador URA3 obtenido tras la digerir el 
vector YEp24 también con la enzima Hind III (figura 3.2). Esta construcción, así 
interrumpida con el marcador auxotrófico URA3, se usó como molde en reacciones de 
PCR con los cebadores SCNDII F y SCNDII R, el fragmento amplificado de 2775 pb 
se usó para transformar las cepas mutantes de la tabla 3.2, con el fin de obtener los 
dobles nulos. 
^^. ^ 




. a°^ a°^ ^^ 
+^aI ^^cI 1.166 pb ^^cI 0a^I cromosoma 
ORF ScND11 ORF ScNDl1 
718+1.166= 1.884 pb 
Figura 3.2: Esquema explicativo de cómo se realizó la interrupción de la copia genómica del 
gen Sc.A'Dl1 en las diferentes cepas mutantes sencillas-
Las levaduras transformantes se resembraron en placas CM-URA glucosa, 
obteniendo transformantes con las cepas BY4742 ndel (Y10726, mut a) y FL P"L013-
07B(A) (FY nde2, 10194 A, mat a). En ambos casos se obtuvieron candidatos buenos 
que eran dobles mutantes en los genes ScNDEI y ScNDII y en los genes ScNDE? y 
ScND/l, que fueron analizados no sólo por técnicas de PC'R sino también por técnicas 
de Southern y Northern blot. 
En los análisis de PCR usando los cebadores SCNDII F y SCNDI I R y ADN 
genómico de los dobles mutantes y de los mutantes sencillos, se comprobó que con los 
mutantes dobles se obtenía una banda de 2.775 pb ( I.609 pb del gen SrNDl1 + I.166 pb 
del gen URA3 = 2.775 pb) y con los mutantes sencillos una banda de 1.609 pb 
correspondiente a la ORF del gen ScND/1. Además, los candidatos a dobles mutantes en 
los genes ScNDEI y ScND/l, y en los genes .ScNDE2 y ScND/1 se comprobaron 
sembrándolos en placas CM-URA lactato, pues como se ha mencionado anteriormente, 
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el mutante sencillo en la deshidrogenasa mitocondrial interna 1 de S. cerevisiae presenta 
un crecimiento defectivo en lactato como fuente de carbono (Small y McAlister-Henn, 
1998). Como se observa en la figura 3.3, los tres candidatos a dobles nulos ScNDEI y 
ScND/l chequeados no crecieron en lactato por lo que se analizaron posteriormente por 
técnicas de Southern y No^•the^•n blot. Estos mismos resultados fueron obtenidos para el 
caso del doble mutante .ScNDE2 y ScND/l. 
('11-I^RA GLUCOSA C^I-l'RA LACTA70 
DILUCIONESDILIICIO:VES 
1:111 I:IMI I:I.INXI I:III.INXI 1'.IIMI.INNI
1:111 I:IIXI I^.I.IXXI I^.IO.IXNI I:IIXI.MXI
 
1YN11N1111'000(Nl 
l 10726l 10726 








Figura 3.3: Resiembra en placas CM-URA, con glucosa y con lactato como fuente de carbono, 
de los candidatos a dobles mutantes en los genes ScNDEI y ScNDIL Y00000 es la cepa parental de 
Y 10726 e Y 1652 L Y 10726 es la cepa mutante para el gen ScNDE! e Y 16521 es la cepa mutante para el 
gen Sc,NDtl. Los tres candidatos a doble mutante se obtuvieron transformando la cepa Y1o726 con la 
construcción lineal Sati'D!/ : U243. Resultados similares fĉeron obtenidos con el otro doble mutante 
ScNDE2 y Sati'DII. 
Para realizar los experimentos de Soathern hlot, se digirió el ADN genómico de 
los candidatos a dobles nulos y el de la cepa mutante sencilla correspondiente con las 
endonucleasas de restricción BamH I y Xba I pues ambas cortan dentro de la ORF del 
gen ScNDII como se muestra en la figura 3.2. A su vez la enzima Hind I11, enzima 
empleada para la interrupción del gen con el marcador URA3, corta en el medio de 
ambas permitiendo reconocer la correcta interrupción de la copia genómica. En este 
sentido, los candidatos a dobles nulos, después de hibridar el blot con una sonda del gen 
.ScND/1 marcada con digoxigenina, mostraban una banda de 1.884 pb que desaparecía 
en el mutante sencillo para dar una banda de 718 pb (figura 3.4). 
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Fi^ura 3.4: Southern bloi de los dobles mutantes Sca'D67::kan.1L^a. Sc:A'DII::UR.13 (A) y 
SeNDF.2::kanMa'^J. Sc.^'D11:: URA3 ( B) hibridados con una sonda de 1.609 pb correspondiente a la ORH^ 
del gen a'D// de la levadura S. cerevisiae. La sonda se marcó empleando los reactivos suministrados con 
el ki^ Dig DN,a Labeling and De^ec^ion (Roche). En la parte A, I es un control positivo de la hibridación 
(ADN plasmídico de la construcción pGE M=I-Easy-Sc :^'DII:: (!R.-13 empleada paza la intcrrupciónl. 2 es 
un marcador II de pesos moleculares marcado con digoxigenina de Roche, del 3 al ^ son ADNs 
genómicos de los candidatos a dobles mutafites Sc.ti'DE/:: kan;ti/a'^J. Sca'Dll:: CIR.13 digeridos con las 
endonucleasas de restricción Bamtl I y flind III y 6 es ADN genómico de la cepa 13Y4742 nde/(Y10726) 
mutante sencillo para el gen Sca'DEl::kanhl^"-1 dígerida también con las endonucleasas de restricci^in 
Bamf I I y Hind I II. lin la parte B, I y 10 son el marcador II de pesos moleculares y I I es cl marcador 
XVII de pesos moleculares ambos marcados con digoxigenina de Roche, 2 y 9 son ADNs genómicos dc 
la cepa FLE'Z013-0713(A) nde2 ( 10194A) mutante sencillo para el gen ScNDE^::karvbt.l'a digeridos con 
las endonucleasas de restricción BamH I y Hind III y del 3 al 8 son ADNs genómicos de los catididatos a 
doblcs mutantes ScNDE2:: kanM,a'd. Sch'D11:: U2-13 digeridos con las mismas endonudeasas de 
restricción. 
Para realizar los experimentos de Norlhern blot, se extrajo ARN de los 
candidatos a dobles nulos y de las cepas mutantes sencillas correspondientes. EI blol se 
hibridó con una sonda correspondiente al gen ScNDII marcada radiactivamente y con 
una sonda correspondiente a un fragmento del gen que codifica para el rARN 25S de la 
levadura S. cerevisiae con el fin de rectificar la pequeña heterogeneidad resultante de 
defectos de carga del ARN entre los diferentes pocillos del geL En la figura 3.5 se 
aprecia que los candidatos a dobles nulos (ND62::kanMX-l, NDII:: URA3) muestran un 
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transcrito pero de menor tamaño que en el mutante sencillo. EI hecho de que el 
transcrito no desparezca sino que tenga un menor tamaño es debido a que se ha 
interrumpido el gen ScND/1 en lugar de reemplazar totalmente su ORF. Este transcrito 
pequeño puede que de lugar a una proteína pero truncada y no funcional ya que las 
cepas no crecen en lactato. Estos mismos resultados fueron obtenidos para el caso del 
doble mutante NDEI:: kanMX-l, ND/1:: URA3. 
1 2 3 4 5 6 7 
rR\:^2Ss ^^^^^^^ 
Sc tiDl^ ^^ 
♦ ^^^^^^ 
Figura 3.5: ;^'orthern blot radiactivo, hibridado con una sonda de 1609 pb correspondientes a la 
ORF del gen Sc.^'Dl1 de la levadura S. cerevisiae. La sonda se mazcó empleando los reactivos 
suministrados por el kit Prime-a-Gene Labeling Svstem ( Promega). I es el ARN [otal de la cepa de S. 
ceretidsiae mutantc a10194A (.ti"DE?::kan.lla'-!), que en este caso se empleó como control. Del 2 al 7 son 
el ARN total de diferentes candidatos a dobles nulos en S. cerevisiae (NDF,?::kanMa'a. NDlI:: URA3). 
r.ARN2^s representa el control interno de cazga. Resultados similazes fueron obtenidos con el otro doble 
mutante a'D/:'1: kan :bU'd..NDlI:: URA3. 
Posteriormente, una vez obtenidos y analizados los dobles mutantes, se 
resembraron en distintas fuentes de carbono para ver si mostraban algún fenotipo que 
estuviese asociado a la doble interrupción. EI doble mutante ScNDEI:: kanMX-l, 
ScNDII:: URA3, al igual que el doble mutante ScNDE2:: kanMX;l, ScND/I:: URA3, 
mostró un fenotipo claro que consistió en la ausencia de crecimiento en lactato (figura 
3.3). Este fenotipo es conferido por la interrupción ScNDII:: URA3. Los dobles 
mutantes se resembraron en otras fuentes de carbono sin observar diferencias de 
crecimiento en las distintas fuentes de carbono entre el mutante sencillo ndi y los dobles 
mutantes (figura 3.6). Estos mutantes no se utilizaron para clonar el gen KINDII pues 
no mostraron ningún fenotipo asociado fácil de complementar pero se emplearán en un 
futuro para realizar estudios fisiológicos. 
En Enero del año 2001 al liberarse las secuencias del proyecto Genoscope de 
secuenciación al azar (Bolotin-Fukuhara et al., 2000) se encontró un RST "Random 
Seqtrenced Tag° de K. lactis (Número de Acceso: AL427909) que presentaba una gran 
similitud con la ND/1 de la levadura S. cerevisiae (YML120c) (figura 3.7). 
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Fi^ura 3.6: Crecimiento en placas CM con diferentes fucntes dc carbono de seis candid^tus 
dobles mutantes paza los genes Sc;ti'UE2::kan:lfa"-1. Sc:VDII:: UR^13. YO es la cepa (Y00000) parental de 
los mutantes sencillos Y00726 e Y06521. Y I es la cepa ( Y 10000) parental de los mutantes scncillos 
Y 10726 e Y 16521 ( tabla M2 Materiales y Métodos) C representa los diferentes candidatos dobles nulos. 
Fn la fotografia se muesvan, de arriba a abajo y dentro de una misma placa petri. las diferentes diluciones 
scriadas dc los cultivos. Resultados similares fueron obtenidos con el otro doble mutante Sca'Dfil: ^ka^ 
1 /.1"a .Sc:VDI l:: URA3. 
Tras realizar una búsqueda de homología con el programa informático t8lu.stX 
que aparece en la página de internet del NC'B/ se encontró que este RST, traducido a 
proteína, presentaba un 74% de identidad y un 87% de positivos con el gen ScND/l, un 
54% de identidad y un 63% de positivos con una NADH deshidrogenasa mitocondrial 
de C. abicans, un 44% de identidad y un 61% de positivos con el gen NDH2 de Y. 
lipolytica y, por último, un 48% de identidad y un 72% de positivos con el gen ScNDE2. 
AI disponer de una secuencia de un fragmento de la URF del gen a clonar, se 
abordó una tercera estrategia de clonación que consistió en la discriminación de grupos 
por PCR (DChyPCR; Díaz Prado et al., ^004) empleando los cebadores: KLNDIF y 
KLNDIR (tabla M4 Materiales y Métodos) específicos del gen KINDl1. Esta estrategia 
nos permitió identificar los clones que contenían el vector con el gen KINDl1 o un 
fragmento del mismo insertado. A continuación se describen los pasos realizados para la 
obtención del clon genómico. 
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^:ENCS^ oee 
SCNDII ATGCTATCGAAGAATTT'^TATAGTAACAAGAGGTTGCTCACCTCGACGAATACGCTAGTC EO 
__..-_ ^^IPE 
^'tJC. ^. AGATTCGCT -y^••.. .^A^ vGGTG AAAA_TCCGGA A^ ^7C"'ACATCTTTT 1Cl 
GENCSCOPE 
SCNDiI AAGACCAT^:AAAGTCATTGACCCTCAG"AC:.^^.-=ñ^-..•11^^'^.'iJ\n^^^TGCTGATACTGGGT IB( 
:Y.N:.;i:OpE 
SCND11 TCGGGGTGGGGAGCTATTTCGTTTTTAAAGI:ACATTGACACCAAGAAGTAIAACGTTTCC <'40 
GENGSCOPE 
SCNGII ATCATCT-:' TACAA:;^-T^-."TTATTTA . ..^^TTACCTTCTGCA F .;;. .^1­
_.^:..:^,,.UPF. 
SCNDLI ACAGTAGACGAAA?.GTCAATTATTGAGCCCATCGTTAATTTTGCTCTCAAGATv..ĉ.;;^I=^= ^^E`:' 
.;ENC^^í:OPE 
SCNOII AACGTTACCTACTATGA^.^-:^^'AGAAGCCAC^'I'.CFT^'AA'_'^'•:-'ACAGGAATACCGTTACC 4Cu 
^^Eli^^SCOPE 
GCNDII ATAAAATCAT A _... ;, -..,,•,GCTA . '^"'GAAAACCATCTA-.,GC^^CAT ^í9^_ 
GE^IOSCOPE 
SCNDII ^AAGCAGMi'^'I'^.CTGAAA'P'CMGTACGA'í"PATTTAATC-AGTGCTGTA<^GT^;CGGAA^^"1^ ^^^ ^1'^^ 
GENOSCOPE TGAAGAAAG---CCAAT 14 
SCND:1 AACACRTTTGGTATTCCTGGGGTCACTGATTACGGTCATTTCCTGAAGGAAATTCCCAAC 600 
GENOSCOPE TTCAACCAATCAGCAATAACCTTGAATCTGGATCTGGCAGATAAGATCATACCAACGTAT ^Iq 
SCNPII TCTTTGGAAATAAGAAGAACTTTTGCCGCCAATCTAGAGAAGGCTAACTTATTGCCAAAG 660 
GENOSCOPE AGAACTCTCCAGATGTAGAAGGTAATCAAACCACCACCAGTGTAGAAGGAACGCTTACCG 134 
SCNDII GGTGATI-CC^^AAAGAAGAAGACTACTGT-CCATTGTCGTGGTTGGTGGTGGGCCTACTG 718 
GENOSCOPE 
---TAAGTGATGTTGGCAA ---TGGCCTTTTCAGCACCCAAGTAAGCCAAGGCACCCAA 187 
SCNDII GTGTAGAGGCCGCTGGTGAACTACAGGATTATGTTCACCAGGACCTGAGAAAGTTTCTCC 778 
GENOSCOPE ATGGACGTACTTGAATGGCTTGAAACCGTTTTCTTCGAATA--GCAAGTCGATCTTTTCC ^95 
SCNDII CTGCATTGGCCGAAGAAGTCCAAATTCACTTGGTCGAAGCTCTGCCCATCGTTTTGAATA 838 
GENOSCOPE TTTCTGGTAGICAATTCTTGTTGGAAACCTGG--GATTTTAGC---CATCTTGTCGAAGA 300 
SCNPII TGTTTGAGAAAAAGCTTTCATCATACGCGCPATCACATTTAGAAAACACTTCGATCAAAG 898 
GENOSCOPE l'TTAGCCAAGTATTCAGCTTGTTGATGAGCAACTTGAGCAGTTGGAGGCA--GACCAG-- 356 
SCNLil TACATCTGAGAACGGCTGTCGCCAAAGTTGAAGAAAAGCAATTGTTGGCAAAGACCAAAC 958 
GENOSCOPE 
-CAAAAGCGTTG---TCACCGA------TAGCGAAGATG-----TTGTTAGAGCCCTTGA 401 
SCND71 ACGAAGACGGTAAAATAACCGAAGAAACTATTCCATACGGTACTTTGATTTGGGCCACGG 1018 
GENOSCOPE CCAACAAGTGTTCGTCAACGTTCA--AAGCTCTTGTGGAAGCATTTTGTTCAGTGATTTT 459 
SCNDII GTAACAAGGCAAGACCGGTAATCACTGACCTTTTCAAGAAAATTCCTGAGCAAAACTCGT 1078 
GENOSCOPE CTTAAACAAG-TCAGTAACGA-TAGGTCTAGCCTTGTTACCGGTAGCCCAAATCAPAGTA 517 
SCNDII CCAAGAGAGGATTGGCAGTGAATGACTTTTTGCAGGTGAAAGGCAGCAACAACATTTTCG 1138 
GENOSCOPE CCGTATGGGACAGTCTGTTCGGTGACATTACCATCAGCATCCTTGGT---- -CTTAGCG 571 
SCNDII CCATTGGTGACAATGCATTTGCTGG-GTTGCCACCAACCGCCCAAGTAGCGCACCAAGAG 1197 
GENOSCOPE ATCAAGTGGTCTTTTTCGACCTTACCAACAGCAGTTCTCAACATCAAATT------GATA 625 
SCNDi] GCCGAATATTTGGCCAAGAATTTTGATAAAATGGCTCA-AATACCAAATTTCCAAAAGAA 1^56 
GENOSCOPE TTAGTCTT-------GGACAAAACG----TCTTGAGCGTAAGAGGTCAATTT----CTTT 670 
SCNDII TCTATCTTCAAGAAAGGATAAAATTGATCTCTTGTTCG-AGGAGAACAACTTTAAACCTT 1315 
GENOSCOPE TCGAACATG----TTTAGAACGTTTGGCAAAGCTTCAA---------------------- 709 
SCNDIL TCAAATACAACGATTTAGGTGCCTTAGCATACCTGGGATCCGAAAGGGCCATTGCAACCA 1375 
GENOSCOPE 
SCNDII A C--. .•,.,.v,_A^ TA-:.TC'r -.'!'^AATGACCTTCTAC,TAT^^;A '.a35 
_^FNJSCOPE 
SCNDII GAATTTTGTACTTGTCCATGATTCTATCTGCAAGATCGAGATTAAAGGTCTTTTTCGACT 1495 
. - . :i:'OPE 
SCNCII GGATTAAATTAGCATTTTTCAAAAGAGACTTTTTTAAAGGATTATAG 159^ 
h'igura 3.7: Alineamiento de dos secuencias nucleotidicas en donde Genoscope se corresponde 
con el RS7' AL427909 de 704 pb que presenta una gran similitud con la ND/l de S. cerevisiae y ScNDl1 
es la ORF entera del gen /tiDl1 de S. cerevisiae. 
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3.1.1. Aislamiento de un clon de KIND// en la genoteca KEp6 mediante D('ht^PCR 
Como paso previo, se comprobaron diferentes genotecas de K. luctis para 
determinar si entre sus numerosos clones existía alguno que portase el gen KINDII. 
Para Ilevar a cabo este estudio se procedió a realizar unas reacciones de P('R con los 
cebadores KLNDIF y KLNDIR específicos de KINDl1. Las genotecas comprobadas 
fueron Chiron (basada en el vector pAB24, cedida por Dr. Dikson) y las basadas en los 
vectores YEp24 (cedida por Dr. Zitomer), YEplac 195 (cedida por Dr. Grivell) y KEp6 
(cedida por Dr. Heinisch), dando una banda del tamaño esperado en la genoteca 
construida en el vector KEp6. En estos momentos fue cuando se pudo comprobar que 
las genotecas que previamente se habían empleado para la clonación por 
complementación no daban la banda del tamaño esperado. Por tanto se decidió emplear 
la genoteca de K. luctis creada en el sitio BamH I del plásmido KEp6 (figura 3.8.1). 
Esta banda de 704 pb se clonó en el vector comercial pGEM-T-Easy y se secuenció, 
comprobando que contenía un fragmento del gen K1ND/l. Este fragmento así clonado 
se usó como sonda en experimentos posteriores. 
En el apartado I de la figura 3.8 se puede apreciar que con los cebadores 
específicos de K1ND/1 se obtiene (empleando como ADN molde el obtenido a partir de 
las genotecas basadas en los vectores KEp6, YEp24 y pAB24) una banda inespecífica 
de aproximadamente 500 pb. Este problema se solventó migrando durante más tiempo 
las muestras en los geles de agarosa y dejando que los fragmentos amplificados por 
PCR se separasen bien. 
A continuación (figura 3.8) se transformaron bacterias con la genoteca, se 
replicaron las placas, se extrajo el ADN de cada una de las placas réplica C y se 
realizaron reacciones de PCR usando como molde la mezcla de cinco minipreparaciones 
pertenecientes a una misma transformación para comprobar la presencia del clon en el 
conjunto. Se comprobó que el clon positivo se obtuvo en la mezcla número 3 de un total 
de 8. Posteriormente se realizaron reacciones de PC'R con las minipreparaciones 
individuales pertenecientes al grupo que dio positivo en el paso anterior y se observó 
que dio positivo en la placa 3.2. de un total de 5. La réplica B de la placa positiva del 
paso anterior, se dividió en cuatro sectores y se realizó una minipreparación de cada 
uno, el ADN resultante sirvió nuevamente como ADN molde de una nueva serie de 
reacciones de PCR y se comprobó que el clon positivo se localizaba en el sector S4 de 
la placa 3.2. 
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1: Verificación de que la genoteca contiene ^i.^o 1 ^^^^Gr\+`oi:\Qa o ĉ `ĉ `e o`o ^ĉ`^e\^ó 
el gen de interés y que los cebadores ^ o o c bF yr ao c,e oo ^ c,^om

amplifican sólo la banda específica y
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2: Amplificación de la genoteca y 
Electroporación de E. colireplicación en placas. Se
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3: PCRs con grupos de 5 
^1 2 34 5 6 78^minipreparaciones como 
10óó ^ ^ r^KINDHmolde de la reacción. 
,^^ ^o.u 
4: PCRs con las minipreparaciones ^Q^'L^^bhp^`^^ ^• ^• ^• ^• ^• ^ 
individuales del grupo positivo 
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5: Sectorización de la placa Q^^ ``o^ 
S4 S1
Petri positiva (replica B) y ^\ ^^ y,y yn^ GJO, O^O 
minipreparación de los S3®S2 
sectores. PCRs usando laoo 
^ ^ ^ K/ND11 








6: Siembra de las colonias í1`\^^^ ^°' ^`' u°c 
bacterianas individuales del sector 100000 í^,. ` 
positivo. Una minipreparación por ^ KINDl1 
colonia. PCRs con estas 
minipreparaciones como molde. 
/ ^Q,^^ Gc<<ou 
0 
7: Aislamiento de colonias del looo

candidato positivo. Verificación 700 nr 1^ r ^ -^ ^KINDH 
final por PCR y secuenciación. 
Figura 3.8: Esquema de la estrategia DCf^i^PCR, Discriminación de grupos por PCR ( Díaz F'rado 
el al.. 2004), mostratido la clonación del gen K/;ti'D/l Los productos de PCR f'ueron visualizados en geles 
de agarosa teñidos con bromuro de etidio. Se muestran también los candidatos negativos en los que no se 
produjo reacción. M es el marcador de 50 a 1000 pb de pesos moleculazes de BioN'hiltaker ,14olecular 
.4pplicalions en pares de bases. 
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A continuación se resembraron las colonias del sector S4 que dieron positivo y 
se realizaron minipreparaciones de cada una de ellas que sirvieron nuevamente para 
realizar más reacciones de PCR y poder comprobar finalmente cuál era la colonia 
positiva que portaba el clon con el inserto o con la ORF de KINDl1. Para mayor 
seguridad se procedió a realizar un aislamiento de colonias del candidato positivo, se les 
extrajo el ADN plasmídico y se volvió a comprobar por PCR que todas las colonias 
aisladas daban positivo. 
3.L2. Digestiones enzimáticas del clon K/;vD// 
Con la intención de obtener información del tamaño del inserto en el vector 
KEp6, se realizó una digestión única con la endonucleasa de restricción BamH I, enzima 
empleada para la construcción de la genoteca de K. luctis en el vector KEpG. Además, 
también se realizó una digestión doble con Sa! I y Hind III. Del estudio de los datos 
obtenidos con la digestión de BamH 1 se dedujo que el tamaño del inserto era de entre 
4.500 y 5.000 pb, y de que al menos cortaba una vez dentro del inserto. Asimismo, se 
pudo determinar que la digestión doble Sul 1 y Hind III muestra un patrón de restricción 
de cuatro bandas, una de ellas correspondiente al vector KEp6 y las otras tres al inserto, 
por tanto, esta doble digestión produce dos cortes dentro del inserto además de los dos 
sitios de corte únicos que ya produce en el vector. 
Se realizaron experimentos de So«thern hlot con el clon digerido con diferentes 
endonucleasas de restricción, tanto digestiones únicas como dobles. De los resultados 
obtenidos se comprobó que con la digestión Ec•oR 1 se obtiene un fragmento de 
aproximadamente 9.000 pb que podría contener toda la ORF del gen KINDII con su 
región promotora y terminadora. Lo mismo ocurrió con la digestión Sph I obteniéndose 
un fragmento de 6.000 pb y con la doble digestión Nhe I y Sph 1 en la que se obtiene 
otro fragmento de aproximadamente 5.000 pb (figura 3.9). 
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Figura 3.9: Sourhern blots del clon K'l.ti'D!/ en el vector I^Ep6 hibridados con una sonda de 704 
pb correspondiente a un fragmento de la ORh' del gen NDII de la levadura K. lacns. La sonda se marcó 
empleando los reactivos suministrados con el kit Dig D.1^.d Labehng and Delection ( Roche). En el 
apartado A, I es un control negativo de la hibridación (ADN plasmídico del vector KEp6), 2 es ADN 
plasmidico de la constnicción pGEM-T-Easy+l^L^'Ull 704 pb Isin digerir con edonucleasas de 
restricción): control positivo, 3 es el clon Kl;ti'D!/ en kEpó digerido con Cla I y Sal I, 4 digerido con .ti'he 
I y Sph I, 5 digerido con EcoR L 6 es el mazcador II de pesos moleculares mazcado con digoxigenina de 
Roche, 7 es el clon digerido con BamH I, 8 digerido con Sa! I y Hrnd II I y 9 digerido con Bgl IL En 
el apartado B, I y 2 son los controles negativo y positivo respectivamente, 3 es el clon digerido con Pvu I, 
4 digerido con Bal I(Mlc^N 1), ^ digerido con Sa/ 1, 6 digerido con Sph I, 7 digerido con .ti"he I, 8 es el 
marcador I I de pesos moleculares marcado con digoxigenina de Roche, 9 es el clon digerido con Cla I, 10 
digerido con Bcl I, 1 I digerido con .ti'co I. 12 digerido con Ava 1 y^ 13 digerido con Pvu II. 
3.1.3. Secuenciación de KINDII 
Una vez que el clon de interés fue aislado, se secuenció con un cebador marcado 
con fluorescencia que hibridaba dentro de la secuencia conocida. Esta comprobación fue 
completamente necesaria para asegurarse de que este clon contenía el gen de interés. La 
prueba fue positiva y se realizó con el cebador OMLKLNDII-I ( tabla M4 Materiales y 
Métodos). 
A partir de este momento, se comenzó a secuenciar el gen completo utilizando la 
técnica del DNA-ivalking y para ello se diseñaron una serie de cebadores con el 
programa informático OLIGO. Se secuenció el gen completamente por las dos hebras, 
tanto la pauta abierta de lectura como las regiones promotora y terminadora. En la 
figura 3.10 se puede observar el fragmento secuenciado y los cebadores empleados para 
tal fin. EI clon secuenciado consta de una ORF de 1.557 pb, una región promotora de 
903 pb y una región terminadora de 1.117 pb. En la figura 3.10 se muestra un 
alineamiento de la secuencia del RST (Número de Acceso: AL427909) homólogo a la 
ORF del gen ScNDII (YML120c) y el clon entero del gen KINDII secuenciado en el 
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presente estudio. Esta secuencia se envió a la base de datos EMl3L Nucleotide .Sequence 
Dutubuse con la clave de acceso: AJ496545. 
............................................................
 










-^'..:ATT^.^:..;:...^ ..-GChJ.TTGGTTGAAATTGGC--- .-^ ._i. ^%..;n ... . .. 
Fi^ura 3.10: Alineamiento de dos secuencias nucleotídicas en donde Genoscope se correspunde 
con el RST AL427909 de 704 pb yue presenta una gran similitud con la :^'U// de S. cer•evisiae y i."I.VUU 
es el clon entero secuenciado que contiene el gen NDII de /^. lactis con su región promotora y 
terminadora. En negrita se representan los codones de inicio (ATG) y de terminaciiin ^TAA) de la 
traducción. En color se muestran los diferentes cebadores empleados para la secuenciación­
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3.2. Análisis "in silico" de la secuencia 
La ORF del gen KIND/I de 1.557 pb se tradujo a proteína empleando el 
programa informático DNAsis. Con la secuencia traducida de la ORF completa de 1.557 
pb se realizó una búsqueda de homología con el programa informático BlastP que 
aparece en la página de internet del NCBI (tabla 3.3). EI mayor índice de homología se 
obtuvo con la proteína que codifica el gen ND/l de S. cerevisiae (72% identidad y 84% 
de positivos) y con las proteínas que codifican los genes NDEI (45% de identidad y 
62% de positivos) y NDE2 (42% de identidad y 58% de positivos) de S. cerevisiae. 
Además, también se obtuvieron homologías elevadas con las NADH deshidrogenasas 
de C. albicans (48% de identidad y 63% de positivos), Y. lipolvtica (39% de identidad y 
58% de positivos), S. pombe (40% de identidad y 57% de positivos) y Arabidopsis 
thaliana (36% de identidad y 55% de positivos). 
Tabla 3.3: Porcentaje de identidad entre la proteína KlNdilp de k". lactis y la de otros 
organismos del L3lastP. 
Primer organismo Segundo organismo Identidad 
Ktutti^eromvices lactis Saccharonrvices cerevisiae (NDII) 72% 
Kluyveromyces lactis Saccharomyces cerevisiae (NDEI ) 45% 
Kluyveromyces laclis Saccharomyces cerevisiae (NDE2) 42% 
Kluyveromyces lactis Candida albicans (NDEI ) 48% 
Kluyveromyces lactis Yarrowia lipolytica (NDH2) 39% 
Kluyveromyces lactis Schizosaccharomyces pombe (NADH2) 40% 
Kluyveromvices lactis Arabidopsis thaliana 36% 
EI gen KlNDII codifica para una proteína precursora de S l9 aminoácidos que 
contiene una secuencia N-terminal de 25 aminoácidos (figura 3.12) que le sirve para el 
importe hacia la mitocondria ( probabilidad de importe a la mitocondria del 0,9167, 
predicciones realizadas con los programas informáticos MitoProt 11 l.0 a 4, TargetP 
V 1.0 Prediction e iPsort Prediction de ExPASy). En S. cerevisiae este gen codifica para 
una proteína precursora de 513 aminoácidos y la secuencia de importe a la mitocondria 
consta de 26 aminoácidos (de Vries et al., 1992). 
A partir de esta proteína se determinó, mediante el uso de la aplicación 
ProtParam Tool de ExPASy que su pl (punto isoeléctrico) es 9,26, su Pm (peso 
molecular) es 57,4 kDa y su vida media in vivo estimada es de más de 20 horas, y con 
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un índice de uso de codones (ICDI "lntrinsic Codon Deviution lnclc.^^ ") de 0,4? 
(Rodríguez-Belmonte et al., 1996). 
Mediante la aplicación ClustalW de EBl (Earopeun óinin^ormutic lnsNt^^te) 
alojada en ExPASv, se realizó un análisis comparativo múltiple de la URF del gen 
KIND/1 traducida a proteína con las secuencias de las proteínas NADH deshidrogenasas 
de otros organismos de mayor homología (figura 3.12). 
En esta figura 3.12 se observa en azul dos consensos ricos en glicina 
(GXGXXG, en donde X es cualquier aminoácido; Kerscher et al., 1999) altamente 
conservados entre las diferentes especies empleadas para la elaboración del 
alineamiento (predicción realizada con el programa S:iperfamilv 1.61 de ExPASi^). Este 
consenso aparece tanto en regiones de unión a NAD(P)H como a FAD' (Matsushita et 
a/., 2001). Aunque se piensa que el consenso más cercano al extremo N-terminal es de 
unión a FAD^ y el situado más al centro el de unión a NAD(P)H, todavía no existen 
datos experimentales que evidencien esta hipótesis (Matsushita et al., 2001). Estos dos 
consensos también han sido encontrados en la proteína Ndi 1 p de N. crassa (Duarte et 
al., 2003). 
Además, también se realizó otro ClustalW múltiple entre las regiones N-terminal 
de las deshidrogenasas mitocondriales tanto de la levadura S. cerevisiae como de K. 
lactis (figura 3. I 1). En él se observa que las proteínas Nde 1 p y Nde2p de .S. cerevisiae y 
Ndelp de K. lactis poseen una extensión N-terminal que está ausente en la proteína 
Ndilp de S. cerevisiae y K. lartis (Small & McAlister-Henn., 1998), indicando una vez 
más que Ndi 1 p de K. lactis es una deshidrogenasa mitocondrial interna y no externa. En 
la figura 3.13 se muestra otro ClustalW pero en este caso se realizó solo con ORFs que 
codifican para deshidrogenasas mitocondriales internas. 
KLNDEI MFAS---KSWASSR--ALNAGASSARFARGARFFSSTKSISN IGQKAWPVK 98 
SCNDEI MIRQSLMKTVWANSSRFSLQSKSGLVKYAKNRSFHAARNLLEDKKVILQKVAPTTGWAK 60 
SCNDE2 MLPR------LGFAR--TARSIHRFKMTQISKPFFHSTEVGKP-------GPQQKLSKSY 45 
KLNDII ------------- MLSLSQTR 8 
SCNDII ____________________________________________________MLSKNLYS 8 
Figura 3.11: Alineamiento entre las regiones N-terminal de las diferentes deshidrogenasas dc la 
cadena respiratoria mitocondrial de las levaduras !í. lacns y S cerevisiae en dunde l^"L,VDEI y!^7„ti'D// 
son la deshidrogenasa mitocondrial extema y la deshidrogenasa mitocondrial interna de h" lacns 
respectivamente y SC'a'DEI. SC,ti'DE2 y SCa'D/1 son las de S. cerevisiae. 
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Figura 3.12: Alineamiento entre deshidrogenasas de la cadena respiratoria mitocondrial de 
diferentes especies: SC ( S. cerevisiae). KL (K laclrs), CA (('. albicans). YL (}'. Jrpolt^lica) y SP (S. 
pombe). En rojo se señalan las secuencias señal de importe a la mitocondria para las proteínas Ndilp de 
K. lnc^rs y S. cerevrsiae }^ en azul se señalan los dos wnsensos ricos en elicina altamente conservados. 
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RF:SIII.^fADOS Y DISCUSION 
En la figura 3.14 se puede observar la presencia de dos hélices transmembrana 
dentro de la proteína KlNdi I p de K lactis situadas entre las siguientes posiciones 
aminoacídicas, 61 hasta 78 y 478 hasta 495 (predicción realizada empleando el 
programa informático TMMTOPI.I). EI dominio de unión al coenzima NADH se 
localizaría dentro de la primera hélice por tanto quedaría dentro de la membrana. 
Debido a ello se piensa que esta hélice transmembrana sea poco probable que exista, de 
hecho es la que mostró menor probabilidad. En la figura 3.15 se muestra una predicción 
de la estructura secundaria de la proteína KlNdi 1 p, realizada en base a la proteína 
cristalizada más homóloga (figura 3.16) que se obtiene de la base de datos de proteínas 
cristalizadas en la página de internet PDB ("Protein Data Bank ") siendo la que aparece 
en primer lugar con un 17% de identidad y 171 aminoácidos alineados de los 519 
aminoácidos totales, la NADH peroxidasa de los mutantes Cys42Ala y Cys42Ser de 
Enterococca^s faeca/is expresada en E. faecalis (Mande et al., 1995). 
MLSLSQTRNL AVRRLSS'VSL AVRHSSTSTV HSAKDGSKVP AGSASFTTTK 50 
LIENNADNKP NWILGSGWG AISFLQHIDA KKYNVSIVSP RNYFLFTPLL 100 
..++...... .+..,.,. 
PSTPVGTVDE KSIIEPWNF ALKKKGNVSY YEAEATSINP DRNTVTIKSV 150 Figura 3.14: 
Presencia de dos hélices 
STVSQLYQPE KHLGLSQEDT AEIKYDYLLT AVGAEPNTFG IPGVEQYGNF 200 transmembrana. 
LKEIPHSLQI RKRFLANIEK ANLLPKGDPE RKRLLTIWV GGGPTGVETA 250 representadas con el 
simbolo *, dentro de la 
GGGPTGVETA LKRFMPSIAE EVQIHLVEAL PNVLNMFEKK LTSYAQDVLS 300 proteína KMdilp de K. 
KTNINLMLRT AVGKVEKDHL IAKTKDADGN VTEQTVPYGT LIWATGNKAR 350 lac^ls (predicción 
realizada empleando el 
PIVTDLFKKI TEQNASTRAL NVDEHLLVKG SNNIFAIGDN AFAGLPPTAQ 900 programa inforrnático 
VAHQQAEYLA KVFDKMAKIP GFQQELATRK EKIDLLFEEN GFKPFKYVHL 950 
fMMTOPI.I). 
GALAYLGAF.K .^,"ANITYGKR SFYTGGGLIT FYIWRVLYVG MILSARSRFK 500 
VIADWLKLAF FKRDCFKEL 515 
^ ^ /vVN/^I^ y
 
MLSLSQTRNLAVRRLSSVSLAVRHSSTSTVHSAKDGSKVPAGSASF^TTKLIENNADNKP
 Figura 3.15: 
N~ SGWGÁÍ_ L 1 DAKKYNVSÍ~SPRNYFLFTPLLPSTPVGTVDEKSIIEPW F Hƒtructura secundaria 
de la proteína KMdilpANLKKKGNVS^ATSINPDRNTVTI SVS'f'VSQLY^QPEKHLGLSQED'1'AL:Íf ĉYDYLL'1' 
yue predicen
ÁVGAEPNTFGIPGVÉQYGÑFLKEIPH •L(^^NLLPKGDPEÁKRLL~ diferentes programas 
GGGPTGVETÁGELQ^ QDLKRFMPSIA^•E ^ÉKK TSY QDVLS
^ ALPNVLÑMF
 infonlláticos alojados 
/^ y/JJJvV^n yA /yNdvV^/^M ^ y ^‚ ^r/J^/JJ^/VJJV^ 
KTNINLMLRTAVGKVEKDHLIAKTKDADGNVTEQTVPYGTLIWATGNKARPIVTDLFKKI dentro de la página de 
intemet del PDB
ET QNÁSTRALNVDEHL ~ KGSNNIFA^DNAFAGLPP
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Figura 3.16: [atructura tridimensional de la proteína cristalizada más parecida a la proteina 
K/Ndilp según el programa informático Srruc^ure Ezplorer yue se obtuvo en la página de internet PDB 
("Protein Dara Bank'^). Esta proteína es la NADH pero^idasa de los mutantes Cps42Ala y Cys42Ser de 
En^erococcus faecalrs expresada en F. fĉecahs (Mande et al.. 1995)­
3.3. Constatación funcional de la proteína K/Ndilp mediante ensayos de 
complementación a partir de los mutantes de Saccharomyces cerevisiae 
Los mutantes de S. cerevisiae que tienen una deleción en la secuencia 
codificadora del gen NDl1 son incapaces de crecer o crecen muy poco en lactato, 
piruvato o acetato (Small y McAlister-Henn, 1998). Se ha empleado el fenotipo de 
ausencia de crecimiento o reducción del crecimiento en lactato (fenotipo que no es 
compartido por los mutantes NDE1 y NDE2) para probar la funcionalidad de K/Ndilp 
mediante complementación heteróloga. 
Para este propósito, y en una primera aproximación, se empleó el clon positivo 
(conteniendo las secuencias codificadora, promotora y terminadora del gen KlNDII) 
obtenido de la genoteca de K. lactis basada en el vector lanzadera KEpb ( Wésolowski-
Louvel et al., 1988). Este clon y el vector vacío KEp6 se emplearon directamente para 
transformar las cepas BY4741 ndil (Y06521, mat a) y BY4742ndi1 (Y 16521, mat a) de 
la levadura S. cerevisiae carentes de la proteína Ndi I p. Los transformantes con el clon 
entero Ura' fueron seleccionados en CM-URA con lactato al ?% como única fuente de 
carbono. Los transformantes con el vector vacío Ura^ fueron seleccionados en C'M-
URA con glucosa al 2% como única fuente de carbono. EI vector KEp6, aunque no 
tiene origen de replicación para la levadura S. cerevisiae, puede transformar dicha 
levadura. López et al. (2004) han empleado la genoteca de K. lactis basada en el vector 
KEp6 para clonar genes de K. lactis por complementación de mutantes de S. cerevisiue. 
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Rt^:SULI^ADOS Y DISCUSION 
A los transformantes Ura` que crecieron en lactato se les hizo una extracción de 
ADN plasmídico, este ADN se empleó para transformar la cepa DH-IOB de la bacteria 
E. coli con el fin de poder amplificar este ADN. Las colonias bacterianas resistentes a 
ampicilina se resembraron y se les extrajo el ADN plasmídico que se empleó para 
digerir con endonucleasas de restricción (figura 3.17) y poder comprobar que las 
levaduras transformantes contenían el clon positivo entero obtenido de la genoteca de K. 
lactis en KEp6 y por tanto demostrar que este clon, que contiene el gen KIND/l, es 
capaz de complementar la falta de crecimiento en lactato de los mutantes de .S. 
cerevisiae para el gen ND/I. 
23 4 56 7891011121314151617181920 
^ ^-. ^^4324 pb 
^s±1r^^ ,,^^!!`^!a^^.......r•^^` ...^....... .r ... ... ^ .r^^ ..ĉ 
^ 3675pb 
,_ 2323 pb 
Figura 3.17: Electrof'oresis en gel de agazosa teñido con bromuro de etidio y visualizado a la luz 
U.V. Ensayo de complementación f'uncional de la mutación ndll de la levadura S. cerevlsrae por el gen 
Kl;VD/l en el vector (tEp6. Del I al 4 y del 7 al 10 son los ADN plasmídicos extraídos de los 
transformantes Ura' que crecieron en lactato digeridos con las endonucleasas de restricción Nhe I+Sph I, 
del I I al 14 y del 17 al 20 son los mismos ADN plasmídicos pero digeridos con Sph I. 5 v IS son los 
controles de la digestión del clon F:Ep6+Kla'D!/ ( obtenido de la genoteca) con las enzimas ^ti'he I+Sph I y 
Sph I respectivamente, y por último, 6 y 16 son el marcador de pesos moleculazes de 702 a 8454 pb de 
Neir England Biolabs. 
Dado que esta complementación se realizó con un clon de 4.000-4.500 pb que, 
además de contener el gen entero KINDII, podría contener otros genes anexos, a 
continuación se clonó la secuencia codificadora del gen KIND/I flanqueada por una 
región promotora y terminadora de 400 y 532 pb respectivamente en el sitio EcoR I de 
los vectores YEplac 195 (vector episómico multicopia) e YCplac33 (vector centromérico 
monocopia) (Gietz y Sugino, 1988). Los plásmidos resultantes (verificados empleando 
técnicas de PCR, secuenciación y análisis de restricción) se introdujeron en las cepas 
BY4741ndil (Y06521, mat a) y BY4742ndi1 (Y16521, mat a) de la levadura S. 
cerevisiae carentes de la proteína Ndi 1 p. Los vectores vacíos se introdujeron en las 
cepas salvajes BY4741 (Y00000, mat a) y BY4742 (Y 10000, mat a). 
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Rlat^l.^rnl^os v l^isc^ustt^N 
Los transformantes Ura' fueron seleccionados en C'M-URA con glucosa al 2% 
como única fuente de carbono. Posteriormente se probó la capacidad de estos 
transformantes de crecer en el mismo medio pero con lactato como fuente de carbono. 
Todos los transformantes conteniendo el gen KINDl1, tanto en el vector con alto 
número de copias como en el de bajo número de copias, fueron capaces de crecer en 
lactato, mientras que los transformantes conteniendo los vectores vacíos no crecieron. 
Además, se realizaron extracciones de ADN plasmídico a partir de los 
transformantes capaces de crecer en lactato y se comprobó que contenían el gen KlNDII 
en el vector YEpIac195 en un caso y en el vector YCplac33 en otro (figura 3.18). 
Las células transformadas se crecieron bajo condiciones no selectivas para curar 
a la levadura del plásmido, es decir, para permitir la pérdida del plásmido. Los dos 
fenotipos (`ura y`lactato) fueron inestables como era de esperar para un fenotipo 
basado en el plásmido pues aquellas colonias curadas del plásmido que no crecían en 
CM-URA glucosa tampoco eran capaces de crecer en CM lactato (figura 3.19 A y B). 
Estos experimentos demostraron que el gen KINDI/ puede complementar la 
mutación ndil de S. cer^evisiae in vivo y también que la región promotora de 400 pb del 
gen KINDII es funcional en S. cerevisiae. Por tanto, hemos concluido que KlNDl1 
codifica para una NADH:ubiquinona oxidorreductasa mitocondrial interna. 
Figura 3.18: Electrof^resis cn gcl dc 
agarosa teñido con bromuro de etidiu } visualizadu a 
la luz U V A I:nsayo de complementacibn funciunal 
de la mutación nd^ 1 de la levadura S. cerevislae por el 
A gen l^l.M1'Dll en el vec[or multicopia Yf?plac195- Del 2 
al ^ son los ADN plasmídicos eztraídos dc los1 2 3 4 5 6 
transfonnantes Ura' que crecieron en lactato digendos 
con la endonucleasa de restricción EcoR I. I es el 
control de digestión de la construccicín 
W`IY^rr^5000pb Yf:plac 195+K/.^'D// digendo con la misma enrima dc 
restricción y 6 es el marcador XVII de pesos 
moleculares de Roche. La existencia de un fragmento 
^1 rr 
. • ^ ^ • ^ ^ ^ ^-' 2500 pb 
de ADN de mayor tamaño yue se observa en todos los 
carriles con mayor o menor intensidad, se debe a una 
digestitin parcial de la enzima pues se corresponde 
con una banda de aproximadamente 7500 pb. B.B 1 2 3 
Ensayo de complementación funcional de la mutación 
ndrl de la levadura S. cerei^isiae por cl gen K/,ti'D// en5000 pb ^--^ ^^ 
el vecror monocopia YCplac33 I es el marcador2500 pb .--^ ' " ' " 
XVII de pesos moleculares de Roche, 2 es el control
..^ 
de digestión de la construcción YCpIac33+Kl,4D/1 
digerido con la enzima de restricción F.coR I y 3 es el 
AUN plasmídico eztraído de un transforniante Ura' 
que creció en lactato digerido con la misma enzima 
En ambos casos. A^^ B. el tFagmento de 
aproximadamente 5000 pb se corresponde con el 




Rl^al il ^fADOS Y UISCUSION 
Figura 3.19: C'omplementación funcional de la mutación ndi! de la levadura S. cerevisine por el 
gen K1ND!!. En la parte A: complementación en multicopia en donde Y00000-YEpIac195 es la ccpa 
salvaje transformada con el vector vacío e Y06521-YEplacl95 es la cepa mutante ndil transfotmada con 
el vector vacío, ambas se usaron como controles. Las colonias restantes son las cepas Y06521 mutantes 
para la ndil transformadas con el gen KI;^Dl1 clonado en el vector multicopia YEplac195. En la parte B: 
complementación en monocopia en donde Y 10000-YCplac33 es la cepa salvaje transformada con el 
vector vacío e Y16521-YCplac33 es la cepa mutante ndil transformada con el vector vacío, ambas se 
usazon como controles. Las colonias restantes son las cepas Y16521 mutantes para la ndil transformadas 
con el gen KIND/1 clonado en el vector monocopia YCplac33. 
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3.4. Regulación transcripcional de KGti'D/l 
Se estudió la regulación transcripcional del gen NDlI de K. luctis por fuente de 
carbono y diferentes condiciones de estrés. Para ello se han realizado ensayos de 
actividad a-galactosidasa y, en algunos casos, de No^•thcrn blot en condiciones 
seleccionadas sugeridas a partir de algunas supuestas señales reguladoras encontradas 
en la región promotora del gen KINDII. 
En una primera aproximación al estudio de la regulación transcripcional del gen 
KIND/I, se procedió a la búsqueda de secuencias cis para la unión de distintos factores 
transcripcionales (figura 3.20). Para ello se emplearon dos programas informáticos: 
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Figura 3.20: Posibles consensos encontrados para la unión de factores transcripcionales en la
 
región promotora del gen Kla'Dll con un thresold de 8^ puntos. Se señalan también los cebadores
 
empleados para la construcción de las deleciones seriadas de esta región promotora (PIF I al 8). f-:n color
 
se indican los cebadores empleados para hacer las fusiones al pron)otor n)ínimo PIF8 (PIFI-8, PIF A y
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Como resultado de esta búsqueda, se encontraron consensos para la unión de 
factores transcripcionales de regulación por fuente de carbono como son Adrlp, 
Hap2/3/4p, Gcrlp y también por estrés como por ejemplo HSTF y NIT. Por ello se 
decidió ensayar la existencia o no de esta regulación mediante la construcción de 
deleciones unidireccionales sobre el promotor de KINDII utilizando la técnica de la 
PCR. Se escogieron cebadores (tabla 3.4 y figura 3.20) que permitieron eliminar 
progresivamente las distintas secuencias consenso de interés. Los cebadores empleados 
para estas amplificaciones poseían colas con secuencias de corte para las endonucleasas 
de restricción BamH I y Hind 111. Los fragmentos amplificados se clonaron en el vector 
comercial pGEM-T-Easy, una vez digeridos con estas enzimas, se clonaron en el 
plásmido pXW2 (Chen et al., 1992a) para su expresión en K. lactis (figura 3.21), 
proporcionando el ATG de K1ND/1 y manteniendo la pauta de lectura del gen IacZ de 
E. coli. Las construcciones se nombraron como P[FI hasta PIF8, PIFI-8, PIF A y PIF 
G. Todas las fusiones se secuenciaron empleando los cebadores 30LacZ y 70LacZ 
(tabla M4 Materiales y Métodos), que hibridan dentro del gen IacZ de E. coli del 
plásmido, para comprobar que las amplificaciones por PCR habían sido correctas, que 
no se había producido ningún error en las secuencias consenso ni se había variado la 
pauta de lectura. 
Figura 3.2L• Hlectroforesis en gel de agarosa teñido con bromuro de etidio y visualizado a la luz 
U.V. A: I y 12 son el marcador XVII de pesos moleculares de Roche. Z es el vector pXW2 digerido con 
las enzimas de restricción BamH I y Hind 111. 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 y 1I son las deleciones PIFI al 8 y 
PIFI-8 respectivamente clonadas en el vector pXW2 y digcridas con las mismas endonucleasas de 
restriccióa B: I es el marcador XVII de Roche y 5 es el marcador de 50 a 1000 pb de pesos moleculares 
de Biowhinaker ,lfolecufar ,-Ippfications. 2 es el vector pXW2 digerido con las enzimas de restricción 
BamH I y Hind III., 3 y 4 son las deleciones PIF A y PIF G clonadas en el vector pXW2 y digeridas con 
las mismas enzimas. 
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Tabla 3.^: Cebadores utilizados para la ^^btención de las Jcleciunes dr la regi^in prumotora ^^I 
gen KLti'Dll W cs la hebra de Watson ^^ C es la hebra de Crick La secucncia rumpleta dc los cchaduros 
se encuentra cn la tabla M4 de Materiales y Métodos. 
CEBADOR POSICION 
kLPIFI -R66 W' 
I^LPIF? -805 W' 
F:LPIF+ -700 W' 
I^LPIFI -600 W' 
KLPIFS -490 W' 
hLPIF6 -J08 W' 
kLPIF7 -300 W 
KLPIFB -207 W' 
KLPIFI-8 DF. -SJ7 HASTA -806 Y-?U7 W' 
kLPIF A DE -800 HASTA -779 ti' -207 W 
F^LPIFG DF. -8?? HASTA -801, DF. -7?4 
HASTA 704 Y -?07 W_ 
kLPIR -ISC 
3.4.1. Regulación transcripcional de KIND/1 por fuente de carbono 
Para comprobar si la transcripción del gen KINDII está regulada por la fuente de 
carbono, se crecieron las levaduras transformantes portadoras de la deleción PIF I, de 
866 pb, del promotor del gen KlND/l en placas CM-URA en presencia de X-Gal y en 
diferentes fuentes de carbono: glucosa al 0,5 y 2%, etanol, glicerol y lactato al 2%. Para 
ello se sembraron 5 transformantes independientes en cultivos líquidos con las 
diferentes fuentes de carbono, Cuando los cultivos alcanzaron una densidad óptica a 600 
nm de 0,6 se lavaron las células dos veces con agua bidestilada estéril, se sembró la 
misma cantidad de células en cada placa y se incubaron estas placas a 30°C durante 2 
días. Como se observa en la figura 3.22.A, las colonias sembradas en glucosa al 2% 
adquieren una coloración blanca, las colonias sembradas en las otras fuentes de carbono 
son azules pero en glucosa al 0,5% y lactato al 2% tienen una coloración más intensa. 
En la figura 3.22.B se observan los valores de las actividades ^3-galactosidasa de 
la fusión que contiene el promotor entero en las distintas fuentes de carbono. Se observa 
una menor actividad en glucosa al 2% ya que los valores en glucosa al 2% son 
significativamente más pequeños que en glucosa al 0,5%, lactato, glicerol y etanol al 
2%. Estos resultados coinciden con los obtenidos previamente en las medidas de 
actividad cualitativa ^3-galactosidasa. Este descenso en la transcripción de KINDII en 
medio con glucosa al 2% se pudo comprobar mediante análisis de Northern hlot y 
mediante experimentos de PCR en Tiempo Real. EI gen homólogo de la levadura .S. 
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cerevisiae está sujeto a represión por glucosa (de Vries y Grivell, 1988). Los siguientes 
experimentos se realizaron sólo en glucosa al 0,5% y 2% y en lactato al 2%. 
A Glucosa 0,5% X-Gal Glicerol 2% X-Gal Figura 3.22: Medidas de 
actividad cualitativa (A) y 
Glucosa 2% X-Gal Etanol 2% X-Gal cuantitativa (B) R-galactosidasa 
de cinco transformantes 
independientes portadores de la 
deleción PIFI en diferentesLactato 2% X-Gal fuentes de carbono. En la 
gráfica se representa el valor 
medio en % nonnalizado de 
ensayos realizados por 
triplicado de entre 3 y 5i 100

^
 transformantes independientes 




® LAC2% normalización de los datos se
 
ĉ 60 correspondiente La 
^`? 40 q GLI2% realizó asignándole el valoró 
ó 20 q ETA2% 100% al mavor valor de 






En el análisis de Northern blot se extrajo ARN de dos cepas salvajes, una de la 
levadura S. cerevisiae (aGH 1) y otra de la levadura K. lactis (Y 1140), crecidas en medio 
YPD con glucosa al 0,5% y 2%. Como sonda se empleó un fragmento del gen KIND/1 
obtenido por amplificación mediante PCR a partir de ADN genómico de la cepa Yl 140 
de K. lactis con dos oligonucleótidos específicos. Esta sonda comprendió el 90% de la 
secuencia codificadora desde el nucleótido +106 hasta +1513. Los resultados del 
Northern blot mostraron que la glucosa al 2% causa un descenso de 2,26 veces en los 
niveles de mARN del gen K/NDII. Además, también se pudo comprobar la no 
existencia de hibridación heteróloga entre el gen KINDII y su homólogo en S. 
cerevisiae puesto que no se apreció la existencia de transcrito en el Northern blot (figura 
3.23). 
En los experimentos de PCR en Tiempo Real, también se pudo comprobar que la 
glucosa produce un descenso de la transcripción del gen KIND/I, expresándose en 
glucosa al 0,5% 4,3 veces más que en glucosa al 2% y 1,7 veces más que en lactato al 
2% (tabla 3.5). 
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Sc aGHI KI ti'1140 
GIuo,S% GIu2% Gln°.5°^^ GIu2 % 
r^ R ti 25s 
h"/ ;vD/! 
^ :^^^ 
Figura 3.Z3: InFlucncia dc la ^il^ntc dc 
carbono en la c^presi^in dcl gcn .^7)ll dc 5'. 
cerev^slae ^ h' lucns La grifica rcpresenta los 
^^Í valores relativos de cspresiún (f:_IZI dcl gcn .ti'1)l1 de JC. lac^is nonnalizados Im^diatl^.S. dc 2 
muestras) en donde la linea I. glucosa O.S°^ó y 
linea 2 glucosa 2% rARN25s es el control 
interno dc carga­
I'abla 3.5.: Gxpresión relativa del een Kla'Dll en la cepa salvaie YI140 de l^, lucns en 
diferentes fucntes de carbono mediante experimentos de PCR en ^ I^iempo ReaL EI análisis dc los datos sc 
realizó empleando el método 2"`^` (Livak y^ schmittgen. 2001). Se emplearon dos controles, el gen dc la 
actina y el de la gliceraldehído-3-tósfáto deshidrogenasa (GAPDI 1) de <t' lacNs. l{n la tabla se muestra la 
media dc 12 réplicas, 6 de ellas nom^alizadas frente al gen de la actina y las otras 6 nonnalizadas I^ente al 
gcn GAPDH. Para la amplificación del gen l^^1.1'Dll se emplearon los cebadores <)Ff;LNI)II-4 ^^ 
OFkLNDI I-I I Iver tabla M4 de Materiales y Métodos). 
Fuente de carbono Expresión relativa 
Lactato 2% I 
Glucosa 2% 0,406f0,05 
Glucosa 0,5% 1,775f0,77 
Como se observa en la gráfica de la figura 3.24, los valores de actividad en 
glucosa al 0,5% y en lactato al 2% son muy similares en las dos primeras fusiones, PIFI 
y PIF2, y mayores que en glucosa al 2%. En este sentido es lógico pensar que existe una 
secuencia en PIFI y PIF2 que eliminamos en PIF3 que es la causante de la menor 
actividad existente en glucosa al 2%, ya que al acortar el promotor hasta el nucleótido ­
700, aumentan los valores de actividad en glucosa al 2% y desaparece la inducción por 
lactato con respecto a PIFI. 
No existen diferencias importantes de la actividad (3-galactosidasa en las 
deleciones PIF3, PIF4 y PIFS. En estas tres deleciones se alcanzan valores de actividad 
en glucosa al 2% y 0,5% similares a los valores de PIFI en glucosa al 0,5%. A su vez, 
los valores en glucosa son significativamente mayores que en lactato. Esto podría ser 
atribuido a que ya en la deleción PIF3 se han eliminado la secuencia consenso de 
Hap2/3/4p que funciona como activador cuando las levaduras crecen en fuentes de 
carbono no fermentables (Ramil et al., 2000; Brons et crl., 2002) y cuatro secuencias 
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consenso de unión a Adrlp, activador transcripcional de genes requeridos para la 
utilización de lactato, etanol, glicerol, y ácidos grasos (Young et al., 2002; Grauslund et 
























PIF1 PIF2 PIF3 PIF4 PIF5 PIF6 PIF7 PIF8 C 
Deleciones 
Figura 3.24: Medidas de actividad p-galactosidasa obtenidas a partir de las distintas deleciones 
seriadas del promotor del gen Kl,^'DII en las diferentes fuentes de carbona En la gráfica se representa el 
valor medio en % normalizado de ensayos realizados p^x triplicado de entre 3 y 5 transfonnantes 
independientes y la desviación estándar correspondiente. La normalización de los datos se realizó 
asignándole el valor 100% al ma}or valor de actividad p-galactosidasa obtenido. 
En el promotor de K1ND/l, el complejo Hap2/3/4p podría ser el responsable del 
descenso de la actividad R-galactosidasa en lactato al 2% a partir de la deleción PIF3 y 
de la menor actividad en glucosa al 2% en las deleciones PIF I y PIF2. Es decir, la 
menor actividad en medios con glucosa al 2% puede ser debida a la ausencia de la 
actividad del complejo Hap2/3/4p en esta fuente de carbono. De hecho, ya se ha 
propuesto para S. cerevisiae que el control de la actividad del complejo Hap2/3/4/Sp por 
la fuente de carbono es asumida por la subunidad Hap4p. Se sabe que la glucosa 
reprime la transcripción de HAP-1 y ya se ha propuesto que la región C-terminal 
altamente acídica de Hap4p es la subunidad reguladora que proporciona el dominio de 
activación transcripcional del complejo. En presencia de glucosa, Hap4p podría estar 
presente en muy poca cantidad para ser captado por el complejo Hap2/3/5p. Por ello la 
subunidad Hap4p es al mismo tiempo la subunidad activadora y reguladora del 
complejo pues es la única subunidad que es regulada por la fuente de carbono ( Ramil et 
al., 2000; Brons et al., 2002). En K. lactis ya se han clonado tres componentes de este 
complejo: K1HAP2, K1HAP3 y K1HAP-J ( Bourgarel et al., 1999). 
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Este complejo Hap?/3/4/5p regula un gran número de genes en .S. rem^•isine 
(Gancedo, 1998). Se ha postulado que este complejo se une al ADN y hace contacto con 
una secuencia consenso CCAAT común en la mayoría de los genes de mamífero 
(Gancedo, 1998; Zitomer y Lowry, 1992; Ramil et al., 1998). EI promotor del gen 
K(ND/1 muestra esta secuencia consenso de unión para Hap?/3/4p. 
A partir de PIF3 hasta PIF8, las actividades en glucosa al 0,5% y 2% son 
bastante parecidas aunque se observa que a medida que se elimina un fragmento más 
grande del promotor del gen, los valores de actividad (sobre todo en glucosa) van 
disminuyendo progresivamente. 
La deleción PIF6 corresponde con el promotor que complementa la mutación del 
gen ScND/l de S. cerevisiae en multicopia y en monocopia. En las deleciones PIF6, 
PIFl y PIF8 las actividades en glucosa y en lactato se igualan. 
La deleción más corta, PIF8, muestra una actividad similar en glucosa y lactato, 
esta actividad está a nivel con PIF6. Por tanto, se consideró que PIF8 era el promotor 
mínimo. 
Si se comparan los resultados de actividad ^3-galactosidasa mostrados por las 
deleciones unidireccionales con la posición de las secuencias consenso para la posible 
unión de factores transcripcionales encontrados en la región promotora de KINDII, 
nosotros observamos que la región desde -866 hasta -700 pb, la cual parece ser 
responsable de la menor actividad en glucosa al 2% y de la inducción por lactato, no 
contiene sitios de unión para represores sino que contiene, además de cuatro supuestos 
sitios de unión para Adrlp y uno para Hap2/3/4p, uno para Raplp y uno para Gcrlp. 
Para probar la funcionalidad de estos sitios de unión, hemos fusionado las 
correspondientes secuencias a P[F8, es decir, las secuencias que aparecen en la figura 
3.20 como PIFI-8 (en rosa), PIFG (en azul) y PIFA (en verde) son las que se fusionaron 
a PIF8. En la tabla 3.4 se señalan los cebadores empleados para la construcción de estas 
nuevas fusiones. 
Se obtuvieron tres deleciones nuevas que se representan en la figura 3.25: PIFI­
8(que contiene las dos primeras secuencias de unión para el factor transcripcional 
Adrlp presentes en la deleción PIFI, fusionadas al promotor mínimo PIF8); PIF A(que 
contiene las dos primeras supuestas secuencias de unión a Adrlp de la deleción PIF? 
fusionadas al promotor mínimo) y la deleción PIF G(que contiene la secuencia 
consenso para el factor transcripcional Raplp junto con la primera secuencia de unión 
de Gcrlp de la deleción PIF2 fusionados al promotor mínimo). Se realizaron, con estas 
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nuevas deleciones, medidas de actividad (3-galactosidasa comparándolas con las 
deleciones PIFI, P[F8 y con un control negativo que consistía en las células 
transformadas con el vector pXW2 vacío. 
^ :a 
a ;a 
0 a a 
^ DR DR ; RAP1 ; o°o DR1 DR1 GCR 0 N 
+ 
PIF1-8 ^ 47 
. 
-8os s . . 
^^ ATG 
: -207 +1 
PIFA : 
.-^ : 
-800 -779: . 
: ^^ 




-724 -704•. -20~~1 
Figura 3.25: Esquema explicativo de las deleciones PIFI-8, PIFA y PIFG construidas sobre el 
promotor del gen hl:A'Dll en donde se muestran los consensos que contienen } las posiciones que ocupan. 
Como se observa en la figura 3.26, se obtuvo un incremento de la actividad en 
lactato al 2%que iguala los valores de PIFI en PIFI-8 respecto a PIF8 pero no en PIFA, 
sugiriendo que los dos primeros consensos para la unión de Adrl p en conjunto, podrían 
ser los responsables de la inducción por lactato en PIF1. Por el contrario, los dos 
primeros consensos Adrlp de PIF2 no parecen ser funcionales. 








PIF1 PIF2 PIF3 PIF8 PIF1-8 PIFA PIFG PXW2 
DELECIONE$
 
Figura 3.26: Medidas de actividad (1-galactosidasa obtenidas a paztir de diferentes fusiones del 
promotor del gen KlNDII en lactato. En la gráfica se representa el valor medio en % normalizado de 
ensayos realizados por triplicado de 3 transformantes independientes y la desviación estándaz 
correspondiente. La nonnalización de los datos se realizó asignándole el valor 100% al mayor valor de 
actividad R-galactosidasa obtenido. 
Gcrlp es un activador transcripcional. Pero este activador no suele actuar por sí 
solo sino que generalmente actúa conjuntamente con Rap 1 p. Gcr 1 p y Rap 1 p 
constituyen los elementos UAS ("U^stream Activating Sequences") de la mayoría de los 
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genes glucolíticos (Haw et al., 2001; Uemura et ul., 1997). EI principal papel de Raplp 
en los promotores de genes glucolíticos es facilitar la unión de Gcrlp (Drazinic e^l al., 
1996; Uemura et al., 1997; Lopez et al., 1998). Los homólogos RAPI y G('RI de K. 
lactis ya se han aislado (Larson et a/.,1994; Neil et al., 2004). K(Gcrlp se une a la 
secuencia CTTCC o CATCC (denominada caja-CT). En el promotor de KINDl1 se 
encontraron dos supuestos sitios de unión de Gcrl p y un único sitio Rap I p(denominado 
caja-RPG). Raplp suele estar adyacente a Gcrlp y su secuencia consenso es 
AYCYRTRCAYYW en donde R=A o G, W=A o T e Y=C o T(Larson et al., 1994; 
Neil et al., 2004). En el promotor de KINDII tenemos un solo sitio de unión para Raplp 
que está degenerado, pues tenemos una C en lugar de una T como marca el consenso 
aunque, según Yu et al. (2003) una de las múltiples variantes de la secuencia consenso 
de 13 pb para la unión de Raplp sería ACACCCRYACAYM. Raplp desarrolla su 
papel como regulador de la actividad transcripcional de dos formas distintas. Por un 
lado, su unión al ADN provoca la apertura local de la estructura de la cromatina en un 
promotor favoreciendo la unión al ADN de otros activadores y por otro lado ayuda o 
facilita la unión de Gcrlp en un sitio adyacente en el promotor a través de interacciones 
fisicas (Yu et al., 2003) 
Pues bien, como se observa en la figura 3.?7, las fusiones PIFI-8 y PIFA no 
muestran ningún descenso de la actividad p-galactosidasa en glucosa al 2% frente a la 
glucosa al 0,5%. Con la deleción PIF G se observa un aumento de la actividad tanto en 
glucosa al 0,5% como al 2% con respecto a PIF8. En este sentido, el consenso para la 
unión de Raplp de la deleción PIFI junto con el primer consenso de unión de Gcrlp de 
PIF2 podrian actuar conjuntamente en la fusión PIF G aumentando los niveles de 
actividad en glucosa al 0,5 y 2%. 
Para probar la posible funcionalidad del consenso encontrado en el promotor del 
gen KINDl/ para la unión de Hap2/3/4p, se realizaron experimentos de PC'R en Tiempo 
Real con una cepa salvaje y una mutante (Kldhap3) ambas de K. luctis en una fuente de 
carbono no fermentable (lactato al 2%). Se esperaba que en el mutante desapareciese la 
inducción por lactato y de hecho se observó que se producía un descenso pequeño en la 
transcripción del gen K1ND/l en dicho mutante con respecto a la cepa salvaje, 
expresándose 1,43 veces menos en el mutante que en el salvaje en lactato al 2% (tabla 
3.6). Por ello podría ser posible que los factores de transcripción Adrlp (que 
presuntamente se unirían al motivo contenido en la fusión PIFI) y Hap2/3/4p (que se 
uniría al motivo contenido en la fusión PIF2) actúen juntos en el promotor de KINDII 
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como ya se ha descrito para otros genes en .S. cerevisiae (Ramil et al., 2000), siendo los 
responsables de la inducción por lactato existente en las fusiones PIFI y PIF2. De 
hecho, en las fusiones de la figura 3.24 en glucosa al 2% y lactato al 2%, se observa que 
en PIFI y P[F2 la actividad es mayor en lactato que en glucosa al 2% ya que hay 
inducción por Adrlp y Hap2/3/4p. En PIF3, en donde ya se eliminan los motivos de 
unión de estos factores transcripcionales, desaparece la inducción por lactato siendo la 
actividad en glucosa mayor que en lactato. 
100 
* 
^ ® GLU 0,5% 
60 * 





PIF8 PIF G PIF1 ^ PIFA pXV12 
DELECIONES 
Figura 3.27: Medidas de actividad p-galactosidasa obtenidas a partir de diferentes fusiones del 
promotor del gen 1;7,ti'Dl1 en glucosa. En la gráfica se representa el valor medio (expresado en unidades 
calculadas según Adams ei al.. 1997) sin normalizar de ensayos realizados por duplicado de 3 
transformantes independientes y la desviación estándar correspondiente. ' Indica una diferencia 
estadísticamente significativa con respecto a PIF8. 
Tabla 3.6: Expresión relativa del gen KGtiDII en la cepa salvaje Y I 140 y en una cepa mutante 
Kldhap3 ambas de la levadura K. lacris ( crecidas en lacta[o al 2%) mediante experimentos de PC'R en 
Tiempo Real. EI análisis de los datos se realizó empleando el método 2-°'" (l.ivak y Schmittgen, 2001). 
Se empleazon dos controles, el gen de la actina y el de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 
(GAPDH) de K. lactis. F.n la tabla se muestra la media de 18 réplicas, 9 de ellas normalizadas frente al 
gen de la actina y las otras 9 normalizadas frente al gen GAPDH. Para la amplificación del gen K!A'D/l se 
emplearon los cebadores OFI^LNDI I-4 y OFKLNDI I-I I( ver tabla M4 de Materiales y Métodos). 
('epa ensayada Expresión relativa 
Salvaje Y I 140 I 
Mutante Kldhap3 0,697t0,17I 
3.4.2. La transcripción de KlND/1 no está regulada por estrés 
Entre las posibles secuencias cis en el promotor de KlND/1 se encuentra, 
además, HSTF "Heat Shock Transcriptional Factor" (factor transcripcional de choque 
térmico) y secuencias de unión similares a las descritas para el factor transcripcional 
Nit2p de N. crassa y factores de la familia NIT de S. cerevisiae relacionados con la 
activación transcripcional en condiciones de limitación de nitrógeno (Van Helden et al., 
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1998). Para estos factores se han definido los consensos, GATAAG ( Van Helden rt ul., 
1998) y TATCTA ( Fu y Marzluf, 1990). Estas regiones de unión son conocidas como 
secuencias GATA. Por ello, con la fusión con el promotor entero se ensayaron 
condiciones de choque térmico y limitación de nitrógeno sin obtener, como se observa 
en la figura 3.28, ningún incremento en la actividad. 
®GLU 0,5% l 
CONTROL 45°C/30" SIN N 
Figura 3.28: Medidas de actividad ^3-galactosidasa obtenidas a partir de la 1lisión PIPI dcl 
promotor del gen Kt,^'Dll en YPD con glucosa al 0,^%. En'SIN N'^ no se le añadió al medio cl sulfalo 
amónico paza ensayar las condiciones de limitación por nitrógeno Ein "4^°C/30"' cl cultivo se sometió a 
un choque térmico de 45°C durante 30 min después de que las célulsu alcanzasen una D O a 600 nm de 
0_5 a 30°C t:n la gráfica se representa el valor medio en % nonnaliradu de ensayos realizados por 
triplicado de 5 transformantes independientes y^ la desviación estándar correspundiente. La normaliracii^n 
de los datos se realizó asignándole el valor 100% al may^or valor dc actividad (3-galactosidasa obtenido 
Además, para corroborar la ausencia de activación de la transcripción y por tanto 
que las secuencias consenso para los HSTF no son funcionales, se realizó un ensayo de 
Northern blot en el cual se creció la cepa salvaje Y I 140 de la levadura K. luctis en 
glucosa al 2% y 30°C hasta una densidad óptica a 600 nm de 0,6. Posteriormente las 
células se sometieron a un choque térmico a 40°C durante un máximo de 2 horas 
recogiendo muestras a diferentes intervalos de tiempo. Como se observa en la figura 
3.29 no existen diferencias en los niveles de mARN del gen KIND/l a los diferentes 
tiempos. También se realizó otro experimento de Northern hlot pero sometiendo a las 
células a un descenso en la temperatura. En este caso también se crecieron las células 
hasta una densidad óptica a 600 nm de 0,6 a 30°C y a continuación se sometió el cultivo 
a un choque a 14°C de hasta 8 horas. En este ensayo no se produce ningún aumento en 
los niveles de expresión del gen KINDl1 ( figura 3.29). 
Davidson y Schiesti ( 2001) han postulado la implicación directa de las 
NADP(H):ubiquinona oxidorreductasas en el estrés oxidativo inducido por calor. Se ha 
analizado la respuesta de la transcripción de KIND/I al estrés oxidativo creado por un 
22;
 
RESULTADOS Y DISCUSION 
tratamiento con peróxido de hidrógeno. Para ello se realizó un ensayo de Na-thern hlot 
en el cual se crecieron dos cepas, Y 1 140 y PMS-2D (mutante rag2), de K. lactis en 
glucosa y fructosa al 2% como fuente de carbono. Una vez que las células alcanzaron 
una D.O. a 600 nm de 0,6, se añadió H,O^ al cultivo a una concentración final de 0,4 
mM durante 25 minutos. 
Y1140 
40 °C 14 °C 
U min IS min 3o min I h ? h II h 2 h 1 h t^ h^ h 
rARN25s rr. ^ ^ ^ rARN25s r • ^ 
KlND/1 ^^^ °yÍ^^^K/NDIl t^^^^; 
tooa ^ 1001
 
E.R. s o E.R. 5 0 
0 i z 3 4 3 
Figura 3.29: Influencia del choque térmico en la expmsión del gen KINDl1 en una cepa salvaje 
(Y1140) de K. lac^is. E.R. son los valores de expresión relativa normalizados de una única muestra. 
rARN25s es el control interno de cazga. 
La figura 3.30 muestra que la transcripción de KIND/1 no incrementa bajo estas 
condiciones, pues aunque parece que existen diferencias en la cepa Y 1140 entre el 
control sin tratar y el tratado con H^O^, éstas no son significativas. 
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Figura 3.30: Influencia 
del tratamiento con H,Oz en 
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No existen diferenciasE.R. 
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signiticativas entre las 
diferentcs c^^ndiciones. 







Las conclusiones de este trabajo son las siguientes: 
l.­ Se ha puesto a punto una nueva estrategia basada en la P('R para el 
aislamiento de clones de interés a partir de una genoteca cuando sólo se 
dispone de la secuencia de un fragmento. Esta estrategia, denominada 
DCbyPCR ("discriminación de grupos por PCR"), que es una alternativa no 
radiactiva a la hibridación de colonias, nos permitió el aislamiento de varios 
clones conteniendo genes de interés a partir de una genoteca de K. luctis 
construida en el vector KEp6. 
2.­ EI inserto del clon aislado conteniendo el gen KIFBAI se secuenció 
totalmente determinándose, mediante análisis "in silico" de la secuencia que 
consta de una región promotora de 305 pb, una región terminadora de 158 pb 
y una ORF de 1086 pb que codifican para la proteína fructosa-l,6-bisfosfato 
aldolasa de clase II de K. (actis. Esta proteína, cuyo peso molecular estimado 
es de 39,6 kDa, consta de 361 aminoácidos y presenta un 75% de identidad y 
un 86% de positivos con la proteína citoplasmática fructosa-l,ó-bisfosfato 
aldolasa de S. cerevisiae. 
3.­ Se ha comprobado la funcionalidad del gen KlFBAI mediante su expresión 
en la bacteria E. coli y posterior purificación por afinidad de la enzima 
fusionada a una cola de histidinas. Mediante SDS-PA(;E y análisis de 
densitometría se estimó que la proteína tenía un 93% de pureza. La actividad 
específica fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa fue de 3,85f0,? nmol Fructosa­
1,6-bisfosfato / µg proteína x min. Estos resultados confirmaron que el gen 
KIFBAI codifica para una fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa. 
4.­ Mediante ensayos de actividad (3-galactosidasa realizados con la cepa 
MW 190-9B (deficiente en ^3-galactosidasa) de la levadura K. luctis 
transformada con las deleciones unidireccionales del promotor del gen 
KlFBAI fusionadas al gen lacZ de E. coli, se determinó que la deleción que 
se extiende desde la posición -305 hasta la -287 pb no influenció 
significativamente los niveles de expresión. Cuando se delecionaron los 3? 
pb siguientes hacia el extremo 3" (hasta -255 pb) se produjo un descenso 
drástico en la actividad hasta valores similares a los del control sin promotor, 
tanto en fuente de carbono fermentable como no fermentable. La región que 




de unión para factores transcripcionales conocidos implicados en la 
activación general de la transcripción de genes glucolíticos. 
5. Mediante análisis de Northern blot se comprobó que el gen KIFBA/ no está 
sometido a represión por glucosa ni a inducción por lactato. También se 
pudo determinar que no existe ninguna conexión entre la expresión del gen 
de la fructosa-l,6-bisfosfato aldolasa y la actividad de la ruta de las pentosas 
fosfato en K. lactis. La expresión transcripcional de KIFBAI no está regulada 
por los niveles de calcio ni inducida por estrés térmico, estrés oxidativo 0 
por la ausencia de aminoácidos, fosfato o amonio. Asimismo, el gen KlFBAI 
no es un gen LOT (inducido por un descenso de la temperatura), tampoco se 
induce por un incremento de la temperatura. La expresión de KIFBAI es 
invariable hasta una absorbancia a 600 nm de 2 disminuyendo 
posteriormente a mayores densidades celulares. La medida de la actividad 
específica fructosa-l,b-bisfosfato aldolasa mostró la ausencia de otros 
mecanismos de regulación post-transcripcional en estas mismas condiciones. 
Además, se ha demostrado que el gen KIFBAI está regulado por oxígeno, 
pues se induce cuando se produce un cambio de condiciones iniciales 
aerobias a hipóxicas. También se observa un descenso de la expresión 
cuando se pasa de condiciones iniciales hipóxicas a aerobias. Esta regulación 
se produce sólo durante la fase de adaptación pues a largo plazo el gen 
KIFBAI se expresa por igual en condiciones aerobias o condiciones 
hipóxicas. Similares resultados se obtuvieron al medir la actividad (3­
galactosidasa del transformante con el promotor de 305 pb del gen KIFBAI 
fusionado al gen lacZ en las mismas condiciones. Esta regulación por 
oxígeno no se observó para otros genes glucolíticos como RAGS 
(hexoquinasa), RAG2 (fosfoglucosa isomerasa), GAPI (gliceraldehído-3­
fosfato deshidrogenasa) y PGK (fosfoglicerato quinasa) de K. lactis. 
Mediante análisis de Northern blot y PCR en Tiempo Real se comprobó 
que la regulación por oxígeno del gen KlFBAI es dependiente de hemo, pues 
la expresión es mayor en un mutante deficiente en la biosíntesis de hemo. 
6.­ Se ha producido fructosa-l,6-bisfosfato a partir de lactosa empleando una 
cepa salvaje de K. lactis Y 1140 y una cepa recombinante de S. cerevisiae 
transformada con un plásmido de secreción de ^-galactosidasa. Tanto para la 




1,6-bisfosfato se produjo en las células permeabilizadas con tolueno. La cepa 
salvaje de K. lactis produjo un máximo de 0,36gL-^h-^ de fructosa-I,G­
bisfosfato frente a un 0,06 gL-^h-^ de la cepa recombinante de .S. cerevisiae. 
En ambos casos también se produjo etanol. 
7.­ EI inserto del clon aislado conteniendo el gen K(NDlI, que coditica para la 
NADH:ubiquinona oxidorreductasa mitocondrial interna de la levadura K. 
lactis, se secuenció pudiéndose determinar, mediante análisis "in silico" de 
la secuencia, que consta de una región promotora de 903 pb, una región 
terminadora de 1 I 17 pb y una ORF de 1557 pb que codifican para una 
proteína de 5l9 aminoácidos. Esta proteína tiene una secuencia N-terminal 
de 25 aminoácidos que coincide con la señal de importe hacia la mitocondria 
y dos consensos para la unión de coenzimas (NADH y FAD), su peso 
molecular estimado es de 57,4 kDa y presenta un 72% de identidad y un 
84% de positivos con la proteína NADH:ubiquinona oxidorreductasa 
mitocondrial interna de ,S. cerevisiae. 
8.­ Se ha comprobado la funcionalidad del gen KIND/l en .S. cerevisiae 
mediante la complementación in vivo de las cepas mutantes BY4741 
NDII::kanMX-l y BY4742 NDII::kanMX^J, pues el gen KlNDII fue capaz de 
complementar la falta de crecimiento en lactato de dichos mutantes tanto en 
monocopia como en multicopia. Estos resultados confirmaron que el gen 
KlNDl1 codifica para una NADH:ubiquinona oxidorreductasa mitocondrial 
interna. También se demostró que la región promotora de 400 pb del gen 
KIND/l es funcional en S. cerevisiae. 
9.­ Mediante ensayos de Northern blot se pudo comprobar la no existencia de 
hibridación heteróloga entre el gen KlND!l y su homólogo en S. cererisiae y 
que el gen KINDl1 disminuye su expresión en medios con 2% de glucosa. 
10.­ Mediante ensayos de actividad (3-galactosidasa realizados con diferentes 
deleciones unidireccionales del promotor del gen KINDII fusionadas al gen 
lacZ de E. coli se comprobó que las fusiones que comprenden desde -866 y 
-805 pb del ATG muestran una menor actividad en glucosa al 2% y una 
inducción por lactato que desaparecen en la fusión que comprende desde 
-700 pb del ATG. A partir de esta última fusión y hasta la fusión considerada 
como promotor mínimo, las actividades en glucosa al 0,5% y 2% fueron 




fragmento más grande del promotor del gen, los valores de actividad (sobre 
todo en glucosa) disminuían progresivamente. En las fusiones que 
comprenden desde -408, -300 y-207 pb del ATG, las actividades en 
glucosa y lactato se igualaron. 
La fusión al promotor mínimo de los dos primeros consensos 
encontrados en el promotor para la unión de Adrlp mostró un incremento de 
la actividad en lactato al 2% sugiriendo que dichos consensos podrían 
intervenir en la inducción por lactato. Del mismo modo se observó un 
aumento de la actividad en glucosa cuando se fusionó al promotor mínimo el 
único consenso de unión para Raplp y el primer consenso de unión para 
Gcrlp, sugiriendo que podrían ser funcionales en esta fusión. Mediante 
experimentos de PCR en Tiempo Real, se comprobó que la expresión 
transcripcional del gen KIND/1 en lactato desciende 1,43 veces en una cepa 
mutante Kldhap3 con respecto a la cepa salvaje sugiriendo que el consenso 
encontrado en el promotor de KIND/1 para la unión del factor transcripcional 
Hap2/3/4p también podría ser funcional. 
Con la fusión del promotor entero se pudo comprobar que el gen KIND/1 
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